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Résumé 
 
Le cancer colorectal est une maladie grave et fréquente : Parmi les cancers les plus 
souvent diagnostiqués dans les pays riches, il arrive en seconde place chez les femmes et en 
troisième place chez les hommes. La consommation de viande rouge et de charcuterie est 
associée à une augmentation du risque de développer ce type de cancer.  
La première partie de cette thèse démontre le rôle majeur du fer héminique dans la 
promotion du cancer colorectal induite par les viandes rouges et les charcuteries. Tout d’abord, 
une méta-analyse d’études de cohorte prospectives met en évidence que le risque relatif global 
entre quintiles extrêmes de consommation de fer héminique et risque de cancer du côlon est 
significatif (1,15 (95% IC : 1,04-1,26)). Ensuite l’effet promoteur du fer héminique dans la 
cancérogénèse colorectale est confirmé expérimentalement sur des lésions prénéoplasiques 
chez le rat chimio-induit, puis, pour la première fois, sur des tumeurs macroscopiques chez 
des souris Min, porteuses d’une mutation somatique sur le gène Apc.  
Trois mécanismes sont potentiellement impliqués dans la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème : un effet catalyseur de l’hème sur la formation (i) de composés 
N-Nitrosés ou (ii) d’aldéhydes terminaux de la lipoperoxydation, et (iii) un effet direct de 
l’hème. La deuxième partie de cette thèse étudie ces mécanismes aux stades précoces de la 
cancérogénèse, dans un modèle cellulaire épithélial colique muté ou non sur Apc. Cette étude 
contribue à expliquer l’effet promoteur de l’hème observé in vivo, en montrant la part des 
aldéhydes dans la cytotoxicité sélective du contenu intestinal.  
Enfin, la troisième partie de cette thèse démontre que certains polyphénols et 
vitamines (curcuma, vin rouge séché, α-tocophérol et extraits de grenade, intégrés dans la 
charcuterie) inhibent l’effet promoteur d’une charcuterie modèle chez des rats chimio-induits. 
Ces inhibiteurs agissent au niveau de la formation d’aldéhydes et de composés N-nitrosés. 
Parmi ces derniers, seul le fer nitrosylé (FeNO) semble être promoteur de la cancérogénèse. 
En conclusion, cette thèse apporte une meilleure connaissance de la promotion du 
cancer colorectal induite par l’hème, et permet d’établir de nouvelles recommandations 
alimentaires. A terme, l’intégration des molécules protectrices dans le processus de 
fabrication des charcuteries permettrait d’étendre la prévention du cancer colorectal à 
l’ensemble de la population, y compris les personnes socialement défavorisée, en général 
insensibles aux messages nutritionnels.  
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Abstract  
 
Red and processed meat intake is associated with a positive risk of colorectal 
carcinogenesis, a major cause of death in affluent country.  
First, this thesis reveals that heme iron is a major factor in colorectal carcinogenesis. 
The meta-analysis of prospective cohort studies shows a significant global relative risk for 
colon cancer of 1.15 [95%C.I.: 1.04-1.26] for subjects in the highest category of heme iron 
intake compared with those in the lowest category. This central role of heme on the promotion 
of colon carcinogenesis by meat was then confirmed on preneoplastic lesions in the colon of 
chemically-induced rats. Promotion of intestinal tumors by heme was finally established for 
the first time in Apc
Min/+
 mice, the other established model of intestinal carcinogenesis.  
The precise mechanisms are not fully known, but heme iron could have a direct effect 
on cells or a catalytic effect on (i) the endogenous formation of carcinogenic N-nitroso 
compounds and (ii) the formation of cytotoxic and genotoxic aldehydes by lipoperoxydation. 
In consequence, the second part of this thesis explored the role of heme and lipoperoxydation 
endproducts on colorectal cancer with a cellular model mimicking the first stages of 
carcinogenesis. The responsibility of aldehydes in the differential of cytotoxicity observed 
with fecal water was determined, which contributes to explain the promotion of colorectal 
cancer by heme.  
The third part of this thesis was the identification of agents that suppress the catalytic 
effect of heme on lipoperoxydation and nitrosation/nitrosylation. Integration of curcumin, red 
wine extract, pomegranate extract, or α-tocopherol in processed meat inhibited promotion of 
preneoplasic lesions in chemically-initiated rats. The above-cited polyphenols fully 
suppressed the production of Fe-nitrosyl compounds (FeNO) in rats’ feces, suggesting a role 
of FeNO in carcinogenesis. 
In conclusion, this thesis improves knowledge on heme-induced carcinogenesis, and 
suggests refined dietary recommendations. Moreover, in the long term, addition of inhibitors 
in cured meat would protect every consumer, even deprived people who do not follow 
nutritionals advices.  
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Préambule  
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 Role of Fe-Nitrosyl in the promotion of colon carcinogenesis by processed 
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INTRODUCTION 
1)  Une vue d’ensemble de la cancérogénèse colorectale 
a) Incidence et mortalité dans le monde 
Dans les pays développés, le cancer colorectal est le troisième cancer diagnostiqué le 
plus fréquemment chez les hommes (après les cancers du poumon et de la prostate), et le 
deuxième chez les femmes (après le cancer du sein) (1). Il représente environ 10% des 
cancers totaux dans le monde, et il est globalement plus fréquent chez les hommes que chez 
les femmes, en terme d’incidence et de mortalité (2, 3). La majorité des cancers colorectaux 
est recensée dans les pays industrialisés, et en particulier en Australie, en Nouvelle Zélande, et 
en Europe de l’Ouest (3) (figure 1). A l’inverse, l’Afrique (excepté l’Afrique du Sud), et la 
majeure partie de l’Asie sont les zones géographiques où l’on en dénombre le moins (3) 
(figure 1).  
 
Figure 1: Incidence et mortalité du cancer colorectal dans le monde 
Taux estimé standardisé sur l’âge pour 100 000 
Source : GLOBOCAN 2008 IARC (3) 
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Le cancer colorectal représente 8% de la mortalité totale par cancer dans le monde. Il 
est, à ce titre, le quatrième en termes de mortalité par cancer, derrière le cancer du sein, de la 
prostate, et du poumon (3). En France, le cancer colorectal est le deuxième chez les femmes, 
et le troisième chez les hommes, en termes d’incidence et de mortalité (4). Son incidence a 
augmenté chez les hommes, comme chez les femmes, jusqu’aux années 2000 environ. Depuis, 
ce taux est stable, et l’on observe même une ébauche de diminution chez les hommes (4) 
(figure 2A et C). De plus, au cours des cinquante dernières années, le taux de mortalité a 
diminué, grâce à un diagnostique précoce et à un traitement plus efficace (4, 5) (figure 2B, D).  
 
Figure 2 : Evolution des taux d’incidence (A et C) et de mortalité (C et D) du cancer 
colorectal chez les hommes (A et B) et les femmes (C et D) en Europe de 1975 à 2010 
Source : GLOBOCAN 2008 IARC (3) 
 
Il existe de nombreux traitements du cancer colorectal : la chirurgie est complétée ou 
non, selon les cas, par une chimiothérapie ou un traitement à base d’anticorps monoclonaux 
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(6-8). Cependant, actuellement, la survie à 5 ans, tous sexes confondus n’est que d’environ 
60% en Amérique du Nord, au Japon, en Australie et en Europe de l’Ouest, et elle est 
inférieure à 40% en Algérie, au Brésil, et dans les autres pays européens (2, 3). 
 
b) Les différents types de cancers colorectaux 
i. Présentation du côlon-rectum 
Le côlon et le rectum sont situés entre l’intestin grêle et l’anus, et forment le gros 
intestin. Ils constituent la dernière partie du tube digestif, là où les matières fécales se forment 
(9). Le côlon mesure environ un mètre cinquante, et se divise en quatre segments (9) (figure 
3A): 
 Le côlon droit, appelé aussi côlon ascendant, est situé du côté droit du corps. Il 
commence par le cæcum qui relie le côlon à l’intestin grêle et se prolonge vers le haut 
jusqu’au côlon transverse. 
 Le côlon transverse traverse la partie supérieure de l’abdomen. Il relie le côlon droit 
au côlon gauche. 
 Le côlon gauche, appelé aussi côlon descendant, longe le côté gauche du corps. Il 
part du côlon transverse et se prolonge vers le bas jusqu’au côlon sigmoïde. 
 Le côlon sigmoïde est la dernière portion du côlon. Il relie le côlon gauche au rectum. 
Un cancer peut se développer dans n’importe quelle partie du côlon. Néanmoins, dans 
plus de la moitié des cas, il se développe au niveau du côlon sigmoïde. 
Après le côlon, les selles passent dans le rectum, qui mesure entre 15 et 18 cm de long, 
avant d’être évacuées par l’anus (9). La surface interne du rectum présente plusieurs replis 
horizontaux (valves de Houston) et des replis verticaux au niveau de sa jonction avec le canal 
anal (colonnes rectales ou colonnes de Morgagni). Sa surface externe est bosselée et 
recouverte par le mesorectum, tissu graisseux qui contient les vaisseaux sanguins et les 
ganglions lymphatiques (9) (figure 3B). 
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Figure 3 : les différents segments du côlon (A) et du rectum (B) 
Source : http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/ (INCA) (9) 
 
Les parois du côlon et du rectum sont constituées de quatre tuniques, caractéristiques 
du tube digestif (9, 10) (figure 4):  
 La muqueuse, couche la plus interne, est constituée d’un épithélium de revêtement 
qui s’invagine en glandes ou cryptes de Lieberkühn, et d’un tissu conjonctif sous-
jacent très lâche, riche en tissu lyphoïdes, le chorion. Les glandes de Lieberkühn 
sont constituées de plusieurs types de cellules : les cellules caliciformes, qui 
sécrètent le mucus intestinal, les cellules absorbantes (ou colonocytes), et les 
cellules souches, qui permettent le renouvellement cellulaire. La muqueuse est le 
siège d’échanges entre la lumière intestinale et l’intestin. Ces échanges concernent 
essentiellement les ions (sodium, potassium, bicarbonate, chlore), et l’eau. 
 La sous-muqueuse, est constituée d’un tissu conjonctif dense, où est localisé un 
important réseau vasculaire. 
 La musculeuse, est constituée de deux couches de tissus musculaire lisse qui 
assurent les mouvements permettant l’excrétion des matières fécales. 
 La séreuse, est une couche externe, composée par un tissu conjonctif tapissé par 
un épithélium simple.  
 
L’homéostasie de l’épithélium colique est basée sur un renouvellement rapide et 
constant de la monocouche épithéliale, avec un équilibre dynamique entre prolifération et 
différenciation cellulaire. Toutefois des dérèglements de cet équilibre, comme une croissance 
cellulaire incontrôlée des cellules au niveau du côlon ou du rectum, peuvent aboutir à 
l’apparition d’un cancer colorectal. Ce cancer se forme au départ dans la muqueuse, puis peut 
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évoluer dans les différentes tuniques du dessous, jusqu’à traverser la paroi intestinale. Il est 
aujourd’hui admis que la grande majorité des cancers colorectaux se développent à partir d’un 
adénome (lésions bénignes, précancéreuses, naissant de la prolifération des cellules des 
glandes de Lieberkühn). L’intervalle de temps moyen entre la formation d’un adénome, et sa 
transformation en cancer est d’une dizaine d’années. Cependant, certains cancers ne suivent 
pas la filiation adénome-cancer, comme c’est le cas du syndrome de Lynch, l’une des deux 
formes héréditaires de cancer colorectal.  
 
 
Figure 4 : les différentes couches de la paroi du côlon 
Source : http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/ (INCA) (9) ; (10) 
 
ii. Les cancers héréditaires 
Seuls 5 à 10% des cancers colorectaux sont des formes génétiques, dites familiales, 
autosomiques dominantes, et à forte pénétrance. On en distingue deux formes : la Polypose 
Adénomateuse Familiale (PAF), et le syndrome de Lynch, aussi appelé syndrome HNPCC 
(Hereditary Non Polyposis Colorectal cancer). 
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 La Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) 
Cette maladie se manifeste par un nombre élevé d’adénomes dans le côlon et le rectum. 
Ce phénotype commence généralement à se développer entre 20 et 30 ans. Le risque de 
développer un cancer colorectal avec cette maladie est proche de 100%, et le seul traitement 
consiste en une colectomie totale préventive (11). L’origine de cette maladie est une mutation 
du gène Apc (Adenomatous Polyposis Coli), gène suppresseur de tumeur situé sur le 
chromosome 5. La mutation de ce gène intervient dans la totalité des cas de PAF, et dans 70 à 
80% des tumeurs colorectales sporadiques. Elle est considéré comme l’un des événements 
précoces de la cancérogénèse colorectale (cf partie 1c p. 24).  
Il existe néanmoins une forme atténuée de cette maladie (environ 10% des cas de 
PAF), qui se caractérise par un nombre de polypes inférieur à cent, et une apparition plus 
tardive du cancer. Vraisemblablement, c’est la position de la mutation sur le gène Apc qui 
détermine la sévérité de la maladie (11). 
 Le syndrome de Lynch (syndrome HNPCC) 
Le syndrome de Lynch représente 2 à 7% des cancers colorectaux totaux. Il se 
caractérise par une fréquence élevée de tumeurs dans le côlon proximal, ainsi que dans 
d’autres organes (intestin grêle, endomètre, voies urinaires, voies biliaires, estomac, ovaire). 
Les personnes atteintes de ce syndrome ont un risque de 70 à 80% pour les hommes, et de 30 
à 40% chez les femmes, de développer un cancer colorectal au cours de leur vie. Pour parler 
de famille à syndrome HNPCC, il faut réunir trois conditions (11):  
 Trois parents atteints de cancer colorectal (hors PAF) ou de l’un des autres organes 
cités ci-dessus, l’un étant parent au premier degré avec les deux autres ;  
 Au moins deux générations successives atteintes ;  
 L’un des diagnostics effectué avant 50 ans.  
Le syndrome HNPCC est dû à des mutations de gènes MMR (MisMatch Repair 
system), qui entraînent un disfonctionnement de gènes codant pour des enzymes de réparation 
de l’ADN. Six gènes ont été identifiés, mais la mutation de trois d’entre eux (MLH1, MSH2 et 
MSH6) se retrouve dans la quasi-totalité des cas. Ces mutations conduisent à une instabilité 
microsatellitaire (MSI) (les microsatellites sont des séquences d’ADN très polymorphes, 
constituées par une répétition continue de motifs de deux à dix nucléotides, en général dans 
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des régions non codantes du génome). La MSI n’a de conséquence que dans les rares cas où 
elle touche une région codante du génome : c’est le cas du gène TGFβ RII, impliqué dans la 
régulation de la prolifération cellulaire, ou du gène BAX, intervenant dans le processus 
d’apoptose. C’est donc sur ces gènes que les mutations de gènes MMR auront un effet délétère 
(11). La MSI intervient également dans certaines tumeurs sporadiques (11). Elle se retrouve 
donc dans 15 à 40% de l’ensemble des cancers colorectaux. 
 
iii. Les cancers sporadiques  
Les formes sporadiques de cancer colorectal représentent environ 90% des cancers 
colorectaux. 70 à 80% d’entre elles présentent une mutation sur le gène Apc, alors que la 
mutation des gènes MMR ne se retrouve que dans environ 15% des cas (12). En 1990, Fearon 
et Volgestein ont proposé un premier modèle moléculaire de filiation adénome-cancer. Ce 
modèle faisait intervenir une suite d’altérations génétiques, dont l’accumulation menait à la 
tumeur maligne (figure 5a) (13). Dans ce modèle, on distingue quatre phases principales :  
 L’initiation : Au niveau de l’épithélium colique normal, des mutations du gène 
Apc sont à l’origine de l’apparition de cryptes aberrantes. 
 La promotion : Les cellules du tiers supérieur des cryptes se divisent, mais sans 
être éliminées suffisamment rapidement, entraînant l’apparition d’un 
bourgeonnement, probablement dû à une hypométhylation de l’ADN. Puis la 
mutation de K-ras, gène dont la fonction est essentielle à la signalisation cellulaire 
dans son état normal, mais qui devient oncogène lorsqu’il est altéré, entraîne une 
surexpression de la cyclo-oxygénase COX-2, enzyme de synthèse des 
prostaglandines. Cela entraîne une réaction inflammatoire, conduisant à la 
formation d’une lésion précancéreuse réversible. 
 La progression : Plusieurs étapes mènent à la formation d’une tumeur maligne 
irréversible. L’instabilité chromosomique, la déficience en enzymes de réparation 
de l’ADN, et surtout une délétion sur le gène 18q entraînant une perte de 
l’expression de DCC (Deleted in Colon Carcinoma), un gène suppresseur de 
tumeur. Une mutation du gène TP57 entraîne ensuite une perte de la protéine p53, 
élément central de régulation de la division cellulaire, ce qui mène à un processus 
dysplasique non contrôlé. Les cellules cancéreuses n’entrent plus en apoptose, et 
donnent lieu à un amas de cellules anormales désordonnées et hypervascularisées.  
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 L’invasion : A ce stade, les cellules tumorales sont capables de sécréter des 
enzymes, comme les métalloprotéases matricielles, qui digèrent les membranes, et 
permettent ainsi l’invasion des tissus adjacents. Il y a alors dissémination des 
cellules tumorales par la voie sanguine et le système lymphatique, et formation de 
métastases.  
 
 
Figure 5 : Modèle génétique de développement du cancer colorectal 
D’après Fearon 2011 (12) 
a- Instabilité chromosomique (Modèle de Fearon et Volgelstein, 1990) ; b- Instabilité génétique 
(MSI) 
 
 
Ce modèle se caractérise par un phénotype d’instabilité chromosomique, et se retrouve 
dans la polypose adénomateuse familiale (PAF).  
 
Depuis, les progrès de la biologie moléculaire ont permis d’identifier deux autres 
mécanismes, reposant sur l’instabilité génétique (MSI), permettant ainsi à Fearon de mettre à 
jour son modèle moléculaire de filiation adénome-cancer (figure 5b). La MSI est caractérisée 
par une instabilité génétique des microsatellites liée à un défaut de réparation de l’ADN (due à 
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une mutation somatique des gènes MMR). Ces altérations mènent à un dysfonctionnement du 
cycle cellulaire et de l’apoptose (inhibition des gènes TGFβ RII et BAX). Les cas de syndrome 
de Lynch (HNPCC), nous l’avons vu, représentent 2 à 7% des cas de cancers colorectaux 
totaux. Mais un deuxième mécanisme a été identifié ; en effet, dans 10 à 12% des cancers 
sporadiques suivant la voie MSI, les tumeurs peuvent se développer à partir d’adénomes 
festonnés sessiles (sans pédicule, directement implantés dans la muqueuse colique), en 
particulier au niveau du côlon proximal. Ces adénomes sont assez rares (prévalence 2 à 10%), 
et différents des polypes hyperplasiques classiques (très fréquents, mais non considérés 
comme des lésions précancéreuses), et des polypes mixtes (hyperplasiques et adénomateux). 
Ils sont particuliers de par l’aspect festonné ou dentelé de la lumière de leurs glandes. Dans 
cette voie, deux éléments sont particuliers : d’une part, des mutations du gène BRAF, qui 
interviendraient très tôt, et d’autre part une hyperméthylation des cytosines de séquence 
nucléotidique cytosine-guanine (CIMP) de promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs, 
induisant leur inactivation. Ces deux événements favoriseraient la prolifération cellulaire, et 
inhiberaient l’apoptose, conduisant à la formation de cancers (12). 
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c) Rôle du gène Apc dans la cancérogénèse colorectale 
Comme nous l’avons vu précédemment, la mutation du gène Apc est l’un des 
événements des plus précoces de la filiation adénome-cancer. L’inactivation de ce gène 
intervient dans 70 à 80% des cancers sporadiques, et dans la totalité des cas de PAF. La 
mutation Apc se retrouve dès les toutes premières lésions. La fréquence de cette mutation est 
analogue, du stade des petits adénomes, au stade tumoral, ce qui laisse penser que cette étape 
serait limitante dans le développement du cancer colorectal (12). 
i. Structure de la protéine APC 
Le gène Apc est un gène suppresseur de tumeurs, qui est localisé sur le chromosome 
5(q21). Il code pour une protéine de 300 kDa, la protéine APC, constituée de 2843 acides 
aminés et composée de différents domaines (figure 6). Dans sa partie N-terminale se situe un 
domaine d’oligomérisation. A proximité se trouvent des séquences répétées permettant une 
association avec le réseau d’actine de la cellule, appelées « domaine d’Armadillo ». Dans la 
partie centrale de la protéine, se trouve un site de fixation et de régulation de la fixation à la β-
caténine, ainsi que les sites de liaisons à l’axine. Enfin, la partie C-terminale présente un 
domaine de liaisons aux microtubules, et des sites de fixation aux protéines suppresseur de 
tumeurs EB1 (end binding protein 1) et hDlg (human homologue of Drosophila discs large) 
(14). 
 
 
Figure 6 : Structure de la protéine APC  
D’après Fearon 2011 (12) 
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ii. Fonction de la protéine APC 
La protéine APC est au cœur de nombreuses voies moléculaires régulant le bon 
fonctionnement de l’épithélium colique. Sa fonction principale est de réguler la β-caténine. 
Cette protéine contrôle l’activation de nombreux gènes, dont certains interviennent dans la 
prolifération cellulaire. La protéine APC régule également l’adhésion cellule-cellule, la 
migration cellulaire et la ségrégation chromosomique. 
 Régulation du pool de β-caténine via le signal Wnt 
Dans une cellule colique normale, la protéine APC permet d’assurer un niveau 
cytosolique faible de -caténine, en stimulant sa dégradation. En effet, la protéine APC forme 
un complexe avec plusieurs protéines telles que l’axine, la glycogène synthase-3  kinase 
(GSK3 ), et la caséine kinase 1α (CK1α). Il est appelé « complexe de destruction ». Ce 
complexe phosphoryle la -caténine, qui est alors reconnue par la protéine βTrCP (β-
transducin repeat-containing protein) ce qui a pour conséquence son ubiquitination et sa 
dégradation dans le protéasome.  
La voie de signalisation Wnt-1 (équivalent de la voie Wingless chez la drosophile) 
intervient lors de l’organogénèse, la prolifération cellulaire, la motilité, et le devenir des 
cellules embryonnaires (14). Elle aurait un rôle important dans le maintien de l’homéostasie 
colique, via le contrôle du renouvellement de l’épithélium et de l’architecture des cryptes (15). 
Dans une cellule normale non stimulée par Wnt-1, la phosphorylation du complexe de 
destruction permet ainsi la dégradation de la -caténine. De plus, les facteurs de transcription 
de la -caténine, TCF (T cell factor), sont réprimés par des protéines de la famille des TLE 
(transducin-like enhancer), empêchant toute transcription des gènes cibles (figure 7a). 
Dans une cellule normale stimulée par Wnt-1, le ligand Wnt se lie à son récepteur 
(complexe formé de deux protéines appartenant aux familles Fz (Frizzled), et LPR (low-
density lipoprotein receptor related protein)), et la voie Wnt-1 est activée. Le complexe de 
destruction est alors inhibé, d’une part par le recrutement de l’axine par le récepteur LPR, et 
d’autre part par l’action de dvl (disheveled) sur GSK3β. Il y a ainsi une augmentation du pool 
de la -caténine libre, qui va pouvoir entrer dans le noyau de la cellule. Elle va alors activer la 
transcription des gènes cibles régulés par TCF, par l’inhibition des co-répresseurs, et 
l’activation de co-activateurs tels que CBP/p300, Legless (Lgs), et Pygopus (Pygo) (figure 7b).  
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Dans une cellule mutée sur le gène Apc, La troncation de la protéine APC ne permet 
pas la formation du complexe de destruction APC/ -caténine. Le pool de -caténine libre va 
donc augmenter sans pouvoir être régulé par le signal Wnt. Le complexe TCF/ -caténine va 
alors activer en permanence la transcription des gènes cibles tels que de c-myc (impliqués 
dans la prolifération cellulaire) ou de la cycline D1, et favoriser ainsi la prolifération 
incontrôlée de la cellule (12) (14).  
 
Figure 7 : Modèle de régulation du pool de β-caténine par la protéine APC 
D’après Fearon 2011 (12) 
a- Cellule normale, sans activation de la voie Wnt ; b- Cellule normale, avec activation de la voie Wnt 
 
Ce modèle de régulation du pool de -caténine est classiquement admis. Cependant, il 
a récemment été montré que la formation du complexe de destruction APC/ -caténine 
n’aboutit pas nécessairement à la dégradation de la -caténine. En effet, différentes fonctions 
ont été identifiées, selon la localisation subcellulaire et la composition de ce complexe. Ces 
dernières restent mal connues mais APC et la -caténine semblent avoir un rôle non 
négligeable dans l’adhésion et la migration cellulaire. De plus, il semblerait que l’un des rôles 
clés de ce complexe dans le développement du cancer soit l’apparition de nouvelles cryptes, 
plus que la production incontrôlée de cellules par une seule crypte (15).  
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 Maintien de l’intégrité du cytosquelette de la cellule 
L’épithélium colique se renouvelle en permanence, et la durée de vie d’une cellule 
colique est de deux à cinq jours. Le cytosquelette possède un rôle clé dans les mécanismes de 
migration, de division, et de différentiation des cellules épithéliales, indispensables à 
l’homéostasie de cet épithélium (16). 
La protéine APC joue un rôle important dans le maintien de l’intégrité du 
cytosquelette de la cellule. Elle régule la stabilité des microtubules, la migration cellulaire, 
l’orientation des cellules et leur polarité. Lorsqu’elle est tronquée, ce sont toutes ces fonctions 
qui sont perturbées. Ainsi, APC interagit directement avec des protéines régulatrices de 
l’actine et des microtubules telles que, respectivement, ASEF (APC stimulated exchange 
factor), et EB1 ou hDlg, via son domaine C-terminal (15).  
 Rôle dans l’instabilité chromosomique  
Deux des caractéristiques liées à l’instabilité chromosomique des tumeurs avancées 
sont l’aneuploïdie (nombre anormal de chromosomes), et les aberrations chromosomiques.  
La protéine APC est présente au niveau des kinétochores (assemblage 
supramoléculaire de protéines au niveau des régions centromériques des chromosomes 
mitotiques) et des centrosomes (centre cellulaire organisateur des microtubules). Durant 
l’interphase, le centrosome se duplique et organise la mise en place des microtubules, dont la 
première étape est la nucléation microtubulaire. Les microtubules sont impliqués dans la 
formation de la plaque équatoriale et le déplacement polaire des chromosomes pendant la 
mitose, grâce à leur liaison avec les kinétochores. Le « spindle assembly checkpoint » (SAC), 
surveille l’attachement correct des chromosomes au fuseau mitotique. Il semblerait que la 
protéine APC, et en particulier sa liaison avec EB1, indispensable pour la stabilité et 
l’intégrité des microtubules, intervienne dans le bon fonctionnement de toutes ces étapes (15, 
17). A l’inverse, une mutation du gène Apc, ne permettant pas une bonne ségrégation des 
chromosomes, va aboutir à une aneuploïdie (18).  
Il est également envisageable que l’activation des gènes de la voie Wnt, lorsque le 
gène Apc est muté, contribue à l’instabilité chromosomique. En effet cela pourrait influer sur 
l’expression des gènes régulateurs du cycle cellulaire, en altérant le bon fonctionnement de ce 
dernier (18). 
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2)  Influence de l’alimentation sur le risque de cancer colorectal 
 
Plusieurs études de populations émigrantes d’une zone à faible incidence de cancer 
colorectal (comme l’Afrique) vers une zone à forte incidence (comme les Etats-Unis) révèlent 
que, dès la première génération, l’incidence dans ces populations devient comparable à celle 
du pays hôte (19, 20). De plus, dans un même pays, le Japon, l’augmentation de la 
consommation d’un aliment très peu consommé auparavant, la viande rouge, augmente le 
significativement le risque de cancer du côlon chez les femmes (21). Ces études démontrent 
que les facteurs génétiques ne peuvent expliquer à eux seuls l’incidence du cancer colorectal, 
ce qui laisse supposer une grande importance des facteurs environnementaux, qu’ils soient 
protecteurs (l’activité physique), ou augmentent le risque (la consommation d’alcool et de 
tabac, et les habitudes alimentaires) (22-30).  
a) La méta-analyse, un outil clé en épidémiologie 
i. Les études épidémiologiques 
Pour évaluer l’impact des facteurs environnementaux sur la survenue d’une maladie 
comme le cancer colorectal, au niveau des populations, il existe de nombreuses études 
épidémiologiques. A l’époque d’Hippocrate, le terme « épidémiologie » désignait l’ensemble 
des phénomènes affectant une communauté humaine. Peu à peu, le sens s’est limité aux 
phénomènes pathologiques, et actuellement l’épidémiologie se définit par « l’étude de la 
fréquence des maladies et, plus généralement, de la distribution des états de santé dans les 
populations humaines et de leur déterminant ». 
Cette définition couvre les deux grands axes de cette discipline : l’épidémiologie 
descriptive, qui mesure les phénomènes de santé dans une population, et l’épidémiologie 
analytique, qui recherche les causes éventuelles d’une maladie (31, 32). Dans l’optique de 
comprendre le lien entre les facteurs environnementaux et le cancer colorectal, c’est la 
deuxième partie de la définition qui va nous intéresser ici. Ainsi, il existe deux principaux 
types d’études épidémiologiques, permettant d’établir une relation entre la survenue d’une 
maladie et la présence de facteurs de risques (études étiologiques): les études prospectives ou 
de cohorte, et les études rétrospectives ou cas-témoin (32) (tableau 1) .  
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Etudes étiologiques Prospectives (cohortes) Rétrospectives (cas-témoin) 
Définition 
 
Comparent le taux de survenue 
de la maladie (ou incidence) 
entre des groupes de sujets 
exposés et non exposés à un 
facteur de risque.  
 
Reconstituent, à postériori, 
l’exposition à un facteur de 
risque entre des cas et des 
témoins non malades 
Bien adaptées pour 
étudier : 
 
 Les risques (incidences) 
 Des expositions rares 
 Plusieurs maladies 
 La séquence exposition-
maladie 
 
 Des maladies rares 
 Plusieurs facteurs de risque 
Peu adaptées pour 
étudier : 
 Des maladies rares 
 Plusieurs expositions 
 
 Des expositions rares 
 Plusieurs maladies 
 La séquence temporelle 
exposition-maladie 
 
Tableau 1 : Les études étiologiques  
Source : (32) 
 
Les études de cohorte permettent de calculer le risque relatif, qui est un rapport entre 
l’incidence dans le groupe exposé sur l’incidence chez les non-exposés au facteur de risque. 
C’est un nombre sans unité, compris entre 0 et l’infini. Plus il est éloigné de 1, plus 
l’association entre la survenue de la maladie et la présence du facteur étudié est forte (32). Par 
exemple, un risque relatif de 1,16 traduit une augmentation du risque de survenue de la 
maladie de 16% dans le groupe exposé au facteur de risque, par rapport au groupe non exposé.  
Dans les études cas témoins il est impossible de calculer le taux d’incidence, puisque 
c’est investigateur qui choisit le nombre de témoin. On calcule donc l’odd ratio, qui le rapport 
entre la côte d’exposition chez les cas sur la côte d’exposition chez les témoins. La côte d’un 
événèment est la probabilité de survenue de cet évènement divisée par la probabilité de non-
survenue de cet évènement. Comme le risque relatif, l’odd ratio est compris entre 0 et l’infini, 
et plus il est éloigné de 1, plus l’association entre la survenue de la maladie et la présence du 
facteur étudié est forte (32). 
Chaque étude d’observation sur un sujet donné va donner un risque relatif ou un odd 
ratio différent, ces derniers étant parfois contradictoire. Pour obtenir un résultat global pour 
chaque type d’études, il faudrait pouvoir regrouper les risques relatifs ou les odd ratios : c’est 
l’objectif de la méta-analyse. 
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ii.  La méta-analyse 
La méta-analyse est une démarche reproductible. Elle a pour but de combiner les 
résultats de plusieurs études pour en faire une synthèse quantifiée (33). Pour cela, une 
recherche exhaustive de la littérature doit être faite, et seules les études non biaisées, de 
qualité satisfaisante, et ayant des critères de jugement et des mesures d’exposition 
comparables seront retenues (34). Ensuite, en faisant l’hypothèse que la relation est la même 
dans toutes les populations, le risque relatif global est obtenu, accompagné de son intervalle 
de confiance, grâce à un modèle statistique, appelé modèle fixe. Le test d’hétérogénéité 
permet de vérifier que l’hypothèse d’une relation identique entre toutes les populations est 
vraie. Sinon, il faut utiliser un modèle d’effet aléatoire, qui tient compte du fait que les effets 
divergeants observés entre les études sont dûs, non seulement au hasard, mais aussi à des 
variations réelles entre les études. Enfin, il faut s’assurer qu’il n’y a pas de biais de 
publication. En effet, lorsque les petites études montrant un résultat n’allant pas dans le sens 
attendu ne sont pas publiées, cela peut aboutir à un risque relatif global supérieur au risque 
relatif réel (34). Dans le cas où un biais de publication est suspecté, il faut, d’une part, 
entreprendre une recherche des travaux non publiés, et d’autre part éprouver la robustesse du 
résultat de la méta-analyse vis à vis du biais de publication. Si ce résultat reste inchangé après 
l’adjonction dans la méta-analyse d’essais fictifs allant dans le sens inverse du sens attendu, 
ce résultat est robuste. Il alors peut être accepté avec confiance, même si la méta-analyse n’a 
pas pu retrouver l’ensemble des essais non publiés (33). 
La méta-analyse a la valeur des études qui la composent. C’est un outil, qui, bien 
utilisé, permet de clarifier des situations contradictoires, et d’obtenir un risque relatif global 
caractérisant la relation entre un facteur de risque et une maladie. Cet outil est indispensable 
aux synthèses de la littérature sur un sujet donné, comme celle du WCRF et de l’AICR, 
explicité ci-dessous.  
b) Les rapports du WCRF/AICR 
Afin de clarifier le rôle de l’environnement et, en particulier, de l’alimentation, sur le 
risque de cancer, le WCRF (World Cancer Research Fund) et l’AICR (American Institute for 
Cancer Research), associations qui financent des programmes de recherche pour lutter contre 
le cancer, ont décidé, dans les années 1990, de financer une synthèse scientifique globale de 
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tous les résultats publiés sur les liens entre alimentation et cancer qui fasse autorité dans le 
monde. Les experts (médecins et chercheurs) ont ainsi publié un premier rapport en 1997, mis 
à jour en 2007, puis très récemment en 2010 (2, 35, 36). 
Dans ces rapports, dix recommandations prennent en compte l’ensemble des données 
scientifiques, et devraient permettre de diminuer nettement le risque de cancer (tous cancers 
confondus) si elles sont appliquées : 
 Soyez aussi mince que possible tout en évitant l’insuffisance pondérale. 
 Pratiquez une activité physique au moins trente minutes par jour. 
 Évitez les boissons sucrées. Limitez la consommation d’aliments à forte densité 
calorique (en particulier les produits à teneur élevée en sucres ajoutés, ou faibles 
en fibre, ou riches en matières grasses). 
 Augmentez et variez la consommation de légumes, fruits, céréales complètes et 
légumes secs. 
 Limitez la consommation de viande rouge (comme le bœuf, le porc ou 
l’agneau) et évitez de consommer de la charcuterie.  
 En cas de consommation d’alcool, limitez-vous à une boisson par jour pour les 
femmes et à deux pour les hommes. 
 Limitez la consommation d’aliments salés et de produits contenant du sel ajouté. 
 Ne prenez pas de compléments alimentaires pour vous protéger du cancer. 
 De préférence, les mères devraient exclusivement allaiter pendant les six premiers 
mois avant d’introduire d’autres liquides et aliments. 
 Après le traitement d’un cancer, les patients devraient suivre l’ensemble de ces 
recommandations. 
 
Concernant le risque de cancer colorectal, les experts ont classé les différents aliments 
en quatre catégories de risque (augmenté ou diminué en fonction des aliments) : 
convainquant, probable, limité, et non concluant (tableau 2).  
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 Diminution du risque Augmentation du risque 
Convainquant 
Activité physique 
Aliments contenant des fibres 
alimentaires 
 
Viande rouge 
Charcuteries 
Boissons alcoolisées 
Obésité 
Obésité abdominale 
Taille à l’âge adulte 
 
Probable 
Ail 
Lait 
Calcium 
 
Limité 
Légumes sans amidon 
Fruits 
Aliments contenant de la vitamine D 
Aliments contenant du fer 
Fromage 
Aliments contenant des graisses 
animales 
Aliments contenant du sucre 
Non concluant Aliments contenant des folates, poisson, sélénium 
Tableau 2 : Alimentation et risque de cancer colorectal  
D’après le rapport du WCRF 2010 (36) 
 
Le risque de cancer colorectal associé à la consommation de viandes rouges et de 
charcuteries est classé comme convainquant. Les méta-analyses d’études de cohorte pour les 
viandes rouges et les charcuteries ont donné des risques relatifs globaux, faibles, mais 
cependant significatifs (respectivement 1,17 pour 100 g/jour de viandes rouges et 1,18 pour 
50 g/jour de charcuterie). Sur cette base le WCRF a établi, en 2007, une recommandation 
forte et précise qui a été reprise en 2010 : limiter la consommation de viande rouge à moins de 
500g par semaine, et d’éviter la consommation de charcuteries.  
Le risque relatif global pour les viande rouges et charcuteries pour 100g/jour est de 
1,16 (figure 8).  
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Figure 8: Méta-analyse des études de cohorte sur le lien entre viande rouge, charcuteries, 
et cancer colorectal (pour 100g/jour) 
Source : Rapport du WCRF 2010 (36) 
 
L’équipe du WCRF a publié en 2011 une mise à jour de ces résultats sous forme 
d’article (37). Le risque relatif global pour 100 g par jour de viandes rouges et de charcuteries 
était de 1,14 (95% IC 1,04-1,24) (37). Une méta-analyse d’études cas-témoins récente 
confirme ces résultats pour les adénomes colorectaux avec 1,36 (95% IC 1,17-1,58) pour 
chaque augmentation de 100g par jour de viande rouge, et 1,28 (95% CI = 1.03-1.60) pour 
50g par jour de charcuteries (38). 
Les mécanismes impliqués sont encore mal connus. Cependant, la dernière publication 
de l’étude de cohorte européenne EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and 
nutrition), montre que les cas de cancer colorectaux présentant une mutation sur le gène Apc 
provenait des personnes consommant le plus de viandes rouges et de charcuteries (p=0,007) 
(39).  
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3)  Cancérogénèse colorectale, viandes rouges et charcuteries : 
hypothèses mécanistiques  
 
De nombreuses hypothèses mécanistiques ont été avancées pour tenter d’expliquer ce 
lien entre viandes rouges, charcuteries et cancer colorectal, mis en évidence par 
l’épidémiologie. Le mécanisme exact reste inconnu, mais plusieurs composés des viandes 
rouges et des charcuteries sont potentiellement pro-cancérigènes : les graisses, les protéines, 
le fer héminique, les composés N-Nitrosés, et les mutagènes formés pendant la cuisson des 
viandes tels que les amines hétérocycliques ou les hydrocarbures aromatiques polycycliques.  
a) Les graisses 
La première hypothèse avancée concerne les graisses présentes dans les viandes 
rouges et les charcuteries. Plusieurs études ont montré qu’un régime riche en graisses 
augmentait le nombre de tumeurs chez des rats chimio-induits et chez des souris mutées sur 
Apc, qui sont les deux principaux modèles animaux utilisés pour étudier la cancérogénèse 
colorectale (cf partie 5 de l’introduction p.66) (40). Les lipides alimentaires augmentent 
l'excrétion d’acides biliaires détergents et agressifs dans le côlon (41). De plus, un régime 
riche en graisses augmente le risque d’obésité, facteur de risque du cancer colorectal classé 
comme « convainquant» par le WCRF (36). L’augmentation de l’insulino-résistance est 
associée à une augmentation du glucose, des acides gras libres, de l’insuline, et d’IGF-1 
(insulin-like growth factor-1) dans le sang. Ces facteurs augmentent la prolifération et 
diminuent l’apoptose des cellules cancéreuses, ce qui a pour conséquence une promotion de la 
croissance tumorale (42).  
Pourtant nous avons vu que le WCRF classait les aliments contenant des graisses 
animales dans la catégorie d’augmentation du risque « limite» seulement (36). En effet, même 
si les études effectuées dans les modèles animaux semblent convaincantes, une méta-analyse 
récente ne montre aucune association entre l’apport de graisses animales et le risque de cancer 
colorectal (43). Plusieurs études épidémiologiques chez l’homme confirment cette absence 
d’association, suggérant que les graisses n’auraient pas un rôle majeur dans la promotion du 
cancer colorectal (40, 44, 45). De ce fait, leur rôle dans l’effet promoteur de la viande rouge et 
des charcuteries semble limité. 
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b) Les protéines 
Une autre hypothèse qui a été avancée est que la consommation de viande rouge et de 
charcuterie augmenterait l’apport de protéines, qui sont ensuite fermentées en amines, en 
phénols ou sulfure d’hydrogène toxiques pour la muqueuse (46). Mais les études menées à 
l’heure actuelle ne permettent pas de conclure à un rôle de ces composés dans les maladies du 
tube digestif (46). De plus, aucune association entre cancérogénèse colorectale et protéines 
n’a été trouvée par le WCRF, et une étude cas-témoin montre même un effet protecteur d’un 
régime riche en protéine sur le risque de cancer colorectal (36, 44). Ce facteur ne semble donc 
pas non plus expliquer l’effet promoteur des viandes rouges et charcuteries sur la 
cancérogénèse colorectale.  
c) Les amines hétérocycliques et les hydrocarbures aromatiques 
polycycliques 
Certains modes de cuisson des viandes tels que les grillades ou le barbecue génèrent la 
formation d’amines hétérocycliques (AHC) et d’hydrocarbures aromatiques polycycliques 
(HAP), qui sont hautement cancérigènes chez les rongeurs et les singes (47, 48). Les AHC les 
plus abondantes rencontrées dans les viandes cuisinées sont le PhIP (2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridine), l’AαC (2-amino-9H-pyrido[2,3-b] indole), le MeIQx (2-
amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline), le DiMeIQx (2-amino-3,4,8-
trimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline) et l’IQ (2-amino-3-méthylimidazo[4,5-f] quinoline) (48-
52). Plusieurs études épidémiologiques montrent qu’une grande consommation de viande bien 
cuite, associée à une exposition importante aux cancérigènes de la viande, et en particulier 
aux AHC, augmentaient le risque de cancer colorectal (36, 50, 53, 54). Cependant, d’autres 
études ne montrent aucun effet des AHC (55). De plus, le poulet grillé contient bien plus de 
AHC que la viande de bœuf, et pourtant la consommation de volaille n’est pas associée au 
risque de cancer colorectal (56-58). De même, les céréales sont la majeure source alimentaire 
de HAP, et ne sont pas non plus associées au risque de cancer colorectal (36, 59). Certaines 
études épidémiologiques récentes recherchent si le risque associé aux amines hétérocycliques 
ne serait pas modulé par certains polymorphismes. En effet, les substances cancérogènes sont 
pour la plupart des xénobiotiques, c’est-à-dire des composés ne faisant pas partie des 
constituants naturels des organismes vivants. Pour les éliminer, un mécanisme de 
détoxification est mis en place par l’organisme. Ce dernier peut être divisé en deux 
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ensembles : les réactions de phase I (réactions de fonctionnalisation), et les réactions de phase 
II (réactions de conjugaison). Certaines enzymes de ce métabolisme possèdent plusieurs 
isoformes. Les variations dans l’activité de ces enzymes qui en découlent peuvent avoir des 
répercussions significatives sur le devenir des cancérogènes qui ont pénétré dans l’organisme, 
et les polymorphismes génétiques constituent l’une des sources de variation d’activité (60). Si 
les études menées jusqu’à présent sont décevantes (61-66), plusieurs études récentes sont plus 
prometteuses (67-72). En particulier, l’une de ces études montre que le polymorphisme NAT1 
(N-acétyl transférase 1, enzyme de phase II) modifierait l’association entre l’apport de MeIQx 
et le risque d’adénomes colorectaux (70). Une autre étude montre que le polymorphisme 
CYP1A2 (mono-oxygénase à cytochrome P450, enzyme de phase I) modifierait l’association 
entre consommation de viande bien cuite et risque de cancer colorectal (71). Les AHC et HAP 
pourraient donc être un facteur de risque chez certaines personnes, présentant des 
polymorphismes génétiques particuliers. De plus, il semblerait que le gène Apc soit impliqué 
dans l’expression des cytochromes CYP1. Les cellules mutées sur Apc auraient donc une plus 
grande capacité à métaboliser le PhIP, sous forme de métabolites réactifs ce qui serait associé 
à une plus grande probabilité d’apparition de nouvelles mutations dans ces cellules 
prédisposées à la carcinogenèse, permettant de proposer une hypothèse mécanistique au 
potentiel rôle promoteur des AHC (73). 
Mais ces cancérogènes ne sont pas spécifiques de la viande rouge et des charcuteries, 
et ne peuvent donc pas expliquer entièrement la relation entre ces aliments et le cancer 
colorectal, mise en évidence par le WCRF.  
d) Les composés N-nitrosés 
Des nitrites et des nitrates sont ajoutés dans les viandes transformées et dans les 
charcuteries pour leur rôle dans la formation de la couleur, dans le développement du goût, et 
surtout dans la sécurité sanitaire. D’un point de vue microbiologique, ces composés inhibent 
la croissance et la germination des spores de Clostridium botulinum, bactérie responsable du 
botulisme (74). L’ajout de ces composés dans le procédé de fabrication des viandes 
transformées est donc indispensable. Cependant, la présence de nitrites peut favoriser deux 
types de réactions : les réactions de nitrosations et les réactions de nitrosylation. Chez 
l’Homme, les nitrites impliqués dans ces deux réactions peuvent provenir de l’alimentation ou 
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du cycle entérosalivaire des nitrates et de la présence de nitrates réductase, portées par les 
bactéries buccales.  
i. Les réactions de nitrosation et de nitrosylation 
 Définition 
Les réactions de nitrosation correspondent à l’ajout d’ions nitrosonium NO+ sur une 
amine ou une amide, formant, respectivement, des nitrosamines ou des nitrosamides. Seules 
les réactions de l’ion NO+ avec des amines secondaires conduisent à la formation de 
nitrosamines stables. Plusieurs facteurs interviennent dans ces réactions : le pH (optimal entre 
3 et 3,4), la température (plus la température est élevée, plus la vitesse de réaction augmente), 
et la basicité de l’amine (plus le pKb de l’amine est important, plus la vitesse de réaction 
augmente) (75). Il semble que l’hème catalyse cette réaction (76-78). L’hème est un cofacteur 
formé d’une structure aromatique (ou porphyrine) et d’un atome de fer. Cette structure peut 
recevoir un atome d’oxygène et est essentielle aux protéines d’hémoglobine et de myoglobine. 
Nous verrons dans la partie suivante (Introduction.3.e p.40) son rôle spécifique dans la 
promotion du cancer colorectal induite par les viandes. 
Les réactions de nitrosylation correspondent à l’ajout d’un ion nitrosyl NO- sur des 
métaux ou des groupements thiols, menant à la formation de S-nitrosothiols (RSNO), ou de 
fer nitrosylé FeNO (79). 
 Dans la charcuterie 
Dans la charcuterie, les nitrites, sous forme d’acide nitreux, peuvent, soit former de 
l’oxyde d’azote et favoriser ainsi la formation d’hème nitrosylé, soit, à pH bas entrer dans des 
réactions de nitrosation, formant alors des nitrosamines ou nitrosamides (figure 9) (80). Dans 
les charcuteries, l’hème est donc sous forme nitrosylé, contrairement à la viande rouge.  
Au pH moyen des charcuteries (pH=5,5), 99% de l’acide nitreux est sous forme d’ions 
nitrites NO2
-, et 1% est sous forme d’acide nitreux. Les réactions de nitrosation sont donc 
limitées dans les viandes, d’autant plus que, pour prévenir la formation de nitrosamines, les 
industriels ajoutent à toutes les charcuteries de l’acide ascorbique, de l’ascorbate de sodium 
ou de l’érythorbate (isomère de l’ascorbate), afin de limiter les réactions de nitrosation selon 
l’équation suivante : NO2
-
 + acide ascorbique => NO + acide déhydroascorbique (81-83). La 
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présence d’acide ascorbique dans les charcuteries favorise les réactions de nitrosylation. C’est 
pour cela que l’on y retrouve de l’hème nitrosylé en grande quantité (84). 
 
 
Figure 9 : Réactions avec l’acide nitreux dans la charcuterie 
Source : Honickel et al, 2008 (80)  
 Dans l’estomac 
Des nitrites, issus de l’alimentation ou formés à partir des nitrates, sont présents dans 
l’estomac, dont le pH est très acide (pH2), grâce à la sécrétion d’acide chlorhydrique. Ces 
conditions favorisent la formation de nitrosamines et de nitrosamides. Par ailleurs, des 
réactions de nitrosylation sur les groupements thiols ont lieu dans l’estomac, conduisant à la 
formation de composés S-nitrosothiols (85). 
 Dans le côlon  
Les conditions anaérobies et l’augmentation du pH conduisent à une dissociation des 
composés S-nitrosothiols en disulfiques et en oxyde d’azote, ce qui favorise les réactions de 
nitrosylation (86). En revanche, le pH du côlon, qui est voisin de la neutralité ne permet pas 
de réactions de nitrosation. 
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ii. Rôle dans la cancérogénèse colorectale 
La plupart des molécules formées par les réactions de nitrosation et de nitrosylation 
sont cancérigènes. Il a été montré chez des volontaires sains que la consommation de viandes 
rouges et de charcuteries augmentait la formation de composés N-Nitrosés dans les fèces (76, 
85, 87). La nature de ces composés est mal connue, mais plusieurs études ont retrouvé des S-
nitrosothiols et de l’hème nitrosylé au niveau colique, après ingestion de viande rouge et de 
charcuterie (76, 86). Kuhnle a montré que la majeure partie des composés N-nitrosés formée 
après la consommation de fer héminique étaient constitués d’hème nitrosylé (85). A l’inverse 
de Kuhnle qui voyait ces composés comme génotoxiques, Hogg a proposé que cette 
séquestration de l’oxide nitrite sous forme de fer nitrosylé pourrait être un mécanisme 
protecteur favorisant son élimination (88).  
D’autre part, certaines nitrosamines non absorbées sont potentiellement mutagènes, et 
peuvent induire la formation d’adduits à l’ADN, tels que le O6-carboxymethyl guanine (89-
92). Grâce à des analyses effectuées dans les cellules cancéreuses coliques humaines, les 
Caco-2, et sur des biopsies de patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques 
intestinales, Hebels et al. ont montré que l’exposition à plusieurs nitrosamines et nitrosamides 
induisait des modifications dans des voies moléculaires impliquées dans la cancérogénèse 
colorectale telles que la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose (93, 94). Sur les Caco-2, 
ils ont, de plus, montré que la formation de dérivés réactifs de l’oxygène (Espèce chimique 
possédant un électron célibataire qui lui confère une réactivité vis-à-vis d’autres molécules) 
jouait un rôle important dans la dérégulation des gènes cibles (95). Les espèces réactives de 
l’oxygène regroupent l’ensemble des dérivés radicalaires de l’oxygène (O2.-, •OH, NO•, 
ROO•…), mais également les composés non radicalaires (ROOH, H2O2). Chez les souris, 
plusieurs travaux de l’équipe de Mirvish ont démontré que la consommation de hot dog était 
associé à une excrétion de composés N-Nitrosés dans les fèces (96, 97). De plus dans une 
étude récente chez des souris, cette même équipe a montré que l’ingestion de composés N-
nitrosés dérivés de hot dog augmentaient significativement le nombre de lésions 
précancéreuses (ACF : Aberrant crypt foci) dans le côlon de souris traitées par rapport aux 
souris témoins (98). Il semblerait donc que les composés N-nitrosés soient impliqués dans la 
l’initiation et la promotion de la cancérogénèse colorectale par les viandes, et en particulier 
par les charcuteries. 
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e) Le fer héminique 
i. Introduction  
La dernière hypothèse, qui paraît expliquer le mieux la relation entre cancérogénèse 
colorectale et viandes rouges et transformées, est que l’hème des viandes rouges, et l’hème 
nitrosylé des charcuteries seraient des agents importants de la promotion tumorale.  
L’hème est constitué d’un noyau porphyrine contenant un atome de fer Fe2+ et 
représente 65% du fer de l’organisme humain. C’est un élément constitutif de l’hémoglobine, 
de la myoglobine, et de certaines enzymes telles que la cytochrome oxydase, la catalase, ou 
les ribonucléotides réductases (99, 100). L’une des particularités du métabolisme du fer est 
que l’organisme l’économise au maximum, fonctionnant quasiment en circuit fermé. Ainsi, 
pour un apport alimentaire de 10 à 20 mg de fer par jour, seuls 1 à 2 mg sont absorbés lors de 
la digestion pour compenser les pertes (desquamation des cellules de la peau, du tractus 
digestif, du tractus urinaire, et sang chez les femmes cyclées) (101) (figure 10).  
 
Figure 10 : Métabolisme du fer chez l’Homme 
D’après (101) 
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Au niveau du côlon et des fèces, on retrouve donc presque la totalité du fer ingéré 
(102). Cependant, les 1 à 2 mg qui sont absorbés quotidiennement sont cruciaux pour 
l’organisme. En effet, en cas de non compensation des pertes en fer, les fonctions 
métaboliques dans lequel ce composé intervient seront perturbées, une fois les réserves 
épuisées. Normalement, une alimentation équilibrée couvre les besoins en fer de l’organisme. 
Mais en cas de grossesse, ou de saignements abondants, des risques de carence peuvent 
survenir. La biodisponibilité du fer non héminique (5%) est beaucoup plus faible que celle du 
fer héminique (25%) (103). En conséquence, un tiers du fer absorbé par l’organisme est 
constitué de fer héminique, alors que ce dernier ne représente que 10% de la quantité de fer 
totale ingérée (101).  
L’hème est donc indispensable à une alimentation équilibrée. Cependant, il est 
suspecté de promouvoir le cancer colorectal. Le premier constat, peut-être simpliste, est que le 
fer héminique, presque absent des viandes blanches (non associées au risque de cancer 
colorectal), est abondant dans les viandes rouges (associées au risque de cancer colorectal 
d’après le WCRF). Sesink et al ont montré en 1999 que l'hémine (hème chloré, couramment 
utilisé in vitro pour modéliser l’hème libre qui arrive au niveau du côlon) induit à court terme 
une hyperprolifération des cellules épithéliales du côlon du rat (104). De plus, les études chez 
des rats initiés par un cancérigène chimique montrent clairement que l’effet promoteur du 
régime sur les lésions prénéoplasiques dépend de la teneur du régime en hème : après la 
démonstration de l’effet promoteur dose dépendant de l’hème sous forme d’hémine et 
d’hémoglobine, il a été observé que le boudin noir est plus promoteur que la viande de bœuf, 
elle-même plus promotrice que le poulet (105). Cette hypothèse est confirmée par 
l’épidémiologie (50, 106-110). Nous pensons actuellement que l’hème pourrait agir par deux 
mécanismes indépendants : la voie des aldéhydes et la voie des composés N-nitrosés. 
 
ii. Article 1: Heme iron from meat and risk of colorectal cancer: a meta- 
analysis and a review of the mechanisms involved. 
Nous avons publié en 2011 une revue (Cancer Prev Res; 4(2); 177–84. 2011) (111) 
qui reprend tous les arguments en faveur de cette hypothèse, organisée en trois parties 
principales : 
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 Dans un premier temps, une méta-analyse des études prospectives de cohorte 
publiées entre 1970 et avril 2010 sur la relation entre consommation de fer 
héminique et risque de cancer colique a été réalisée (50, 106-109). La méta-
analyse a été réduite au cancer colique, les données pour le cancer colorectal 
étaient absente sur deux des cinq études (106, 107). Les risques relatifs ajustés 
ont ensuite été extraits de chaque étude (dernier quintile versus premier quilile 
de consommation de fer héminique). En absence d’hétérogénéité, un modèle 
fixe a été utilisé (logiciel StatDirect version 2.7.7). Au final, le risque relatif 
global obtenu était de 1,18 (95% IC : 1,06-1,32), soit un risque de cancer 
colique augmenté de 18% chez les personnes consommant beaucoup de fer 
héminique par rapport à celles en consommant le moins. Aucun biais de 
publication n’a été mis en évidence. 
 
 Dans un deuxième temps, toutes les études expérimentales ayant étudié le rôle 
du fer héminique sur la cancérogénèse colorectale ont été recensées (105, 112-
114). L’effet standardisé global du nombre d’ACF (lésions pré-néoplasiques) 
par côlon était de 1,73 (95% IC : 1,33-2,14) chez des rats nourris avec de 
l’hémoglobine ou de la viande de bœuf, par rapport aux rats contrôles. La 
régression logistique a montré une corrélation significative entre le nombre de 
cryptes aberrantes par côlon, et la concentration en hème dans le régime (R
2
 = 
0,62 ; p=0,02). 
 
 Enfin, les deux mécanismes potentiellement responsables de la promotion 
du cancer colorectal par l’hème, ont été explicités au travers d’un schéma qui 
résume les différentes voies possibles et leurs interactions. En effet, l’hème 
catalyse : 
 La peroxydation endogène des lipides issus de l’alimentation, 
formant des aldéhydes tels que le 4-hydroxynonenal (4-HNE), 
cytotoxique et génotoxique. 
 La formation de composés N-nitrosés cancérigènes. 
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Supplementary data 
 
Heme iron intake and risk of colon 
cancer: a meta-analysis of prospective 
cohort studies  
First, we selected prospective studies that 
assessed the relationship between heme iron 
intake and CRC. As minimum criteria, studies 
had to (i) use a prospective study design, and 
(ii) provide quantification of risks, including 
confidence intervals. Studies were identified 
by searching electronic databases (Medline, 
Google Scholar, The Cochrane Library and 
Web of Science) for articles published between 
1970 and April 2010, using the search terms 
heme, haem, iron, heme iron, haem iron, 
colorectal, colon, rectal, cancer, prospective, 
cohort and exploded variants. References in 
the retrieved publications were checked for any 
other pertinent studies. Publications on the 
relation between red meat intake and colon 
cancer risk that did not take heme iron into 
account were excluded. We identified seven 
publications that reported results of 
epidemiological studies on heme iron intake 
related to the risk of colon, rectal or colorectal 
cancer (1-7). Two publications were excluded 
because they were not prospective cohort 
studies (5, 6). The remaining five publications 
were included in the meta-analysis. 
We extracted the following data from each 
publication: the first author’s last name, the 
year of publication, the country in which the 
study was performed, the sample size, the type 
of population, the age of the participant on 
entry in the cohort, the number of years of 
follow-up, the method of assessment of heme 
iron content in the diet, the categories of heme 
iron intake, the variable controlled for in the 
multivariate model, and the relative risk (RR) 
and 95% CI for colon cancer associated with 
heme iron intake. We had to limit the meta-
analysis to colon cancer because data for 
colorectal cancer were not reported in two 
studies (1, 2). From each study, we extracted 
the adjusted RR of high versus low quintile of 
heme iron intake. The characteristics of the 
five prospective cohort studies included in the 
meta-analysis are listed in Table 1. 
For the statistical analysis, we used the 
reported RR as a measure of association 
between heme iron intake and the risk of colon 
cancer. Reported RRs and corresponding 
confidence intervals (CIs) were transformed 
into their natural logarithms and weighted by 
the inverse of variance. For the study that 
provided separate RRs for proximal and distal 
colon cancer (1), and for men and women (3), 
we also presented the pooled RR, weighted by 
the inverse of variance to obtain a value for 
colon (distal and proximal) and for both 
genders respectively (data not shown). 
Heterogeneity among studies was assessed 
using Cochran’s Q test (8). The possibility of a 
publication bias was assessed by funnel 
analysis. Statistical analyses were performed 
using StatDirect statistical software (version 
2.7.7). 
 
Meta-analysis and quantitative review of 
experimental studies 
To assess the effect of heme iron on the 
incidence of preneoplastic lesions in 
carcinogen-induced rats, we evaluated a global 
standardized effect size from (9-12) with the 
endpoint “number of aberrant crypts per colon”. 
We excluded groups fed a diet with additives 
(polyphenols, calcium) in order to study only 
the effect of heme. We excluded the hemin-fed 
groups because the results were not 
comparable with the other groups (hemoglobin 
and red meat). Although hemin is a good 
model for processed meat, it does not appear to 
mimic red meat properly (9, 11). We also 
excluded groups fed diets with chicken or 
black pudding, because there is almost no 
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heme in chicken breast, and the heme 
concentration in blood pudding appeared to be 
too high to compare with other groups (10). 
We used standardized effect size, with 
continuous criteria, which enables small 
differences among the studies (e.g., choice of 
carcinogen) to be taken into account. Statistical 
analyses were performed using Revman 5, the 
Cochrane IMS statistical software. There was 
no heterogeneity among groups (p-value = 0.6), 
so a standard fixed effect was used. The 
findings of the present analysis revealed a 
consistent association between intake of 
hemoglobin and beef and an increase in the 
number of aberrant crypts per colon, with a 
global standardized effect size of 1.73 [1.33-
2.14] (Fig. 1). 
We then performed a logistic regression using 
R (http://www.r-project.org/), version 2.10.1. 
This analysis revealed a significant association 
between the number of aberrant crypts per 
colon and the concentration of heme in the diet 
(p-value=0.02). The R-squared was 0.62, 
which means that 62% of aberrant crypt foci 
variability was explained by the concentration 
of heme in the diet. 
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Table S1 : Characteristic of cohorts studies 
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iii. Actualisation de l’article 1 
 Epidémiologie 
Depuis la publication de cette revue dans Cancer Prevention Research en 2011, une 
seule étude de cohorte a été publiée sur la relation entre hème et cancer colorectal : l’analyse 
des cohortes américaines Nurses' Health Study, constituée de 121 700 femmes mariées ayant 
entre 35 et 55 ans, suivies pendant 22 ans, et Health Professionals Follow-up Study, 
constituée de 21 529 hommes ayant entre 40 et 75 ans, suivis pendant 20 ans (110). Cette 
étude a mis en évidence une association non significative entre risque de cancer colique et 
quintiles extrêmes de consommation de fer héminique : 1,06 (95% IC 0,88 - 1,29). Lorsque 
l’on intègre ce nouveau point à la méta-analyse, l’on obtient un risque relatif global de 1,15 
(1,04-1,26) (figure 11).  
 
 
Figure 11: Risque relatif de cancer colique et quintiles extrêmes de consommation de fer 
héminique dans des études de cohortes prospectives  
Les études sont classées par année de publication. Les carrés représentent le risque relatif de chaque étude et leur 
taille est proportionnelle au poids statistique de chaque étude dans le calcul du risque relatif final (Lee et al, 2004 
proximal : 4% ; Lee et al, 2004 distal : 2,7% ; Larsson et al, 2005 : 12,5% ; Balder et al, 2006 femmes : 7,5% ; 
Balder et al, 2006 hommes : 8,4% ; Kabat et al, 2007 : 9,5% ; Cross et al, 2010 : 38,7% ; Zhang et al, 2011 
femmes : 13,4% ; Zhang et al, 2011 hommes : 11,9%). Les lignes horizontales représentent 95% de l’intervalle 
de confiance. Le losange représente le risque relatif final de toutes les études intégrées dans la méta-analyse. 
Absence d’hétérogénéité (Q=10,3 ; p=0,25) ; Figure réalisée à l’aide de StatDirect (version 2.7.7) 
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Ce risque relatif global est un peu plus faible que celui trouvé précédemment qui était 
de 1,18. Cependant, l’association globale entre consommation de fer héminique et risque de 
cancer colique reste significative, avec un risque augmenté de 15% chez les personnes 
consommant le plus de fer héminique par rapport à celles en consommant le moins.  
 
 Effet direct de l’hème 
L’article 1 détaille deux mécanismes d’action du fer héminique dans le tractus 
intestinal : l’hème catalyserait d’une part, la formation de composés N-Nitrosés, et d’autre 
part, de produits terminaux de la peroxydation des lipides, les aldéhydes. Cependant, une 
troisième voie a été mise en évidence : un effet direct de l’hème sur les cellules coliques 
(figure 12).  
Glei et al. ont montré que l’hémoglobine, ou l’hémine, mis en contact direct avec les 
cellules tumorales coliques humaines HT29 et des colonocytes en culture primaire, étaient 
génotoxiques. Cet effet génotoxique a été confirmé par Angeli et al, avec de l’hémoglobine 
sur des cellules cancéreuses humaines (SW480) (115, 116). Cette génotoxicité était associé à 
une cytotoxicité de l’hémine sur les HT 29 et à la génération de radicaux libres (115). La 
cytotoxicité induite par l’hème endommage la surface épithéliale colique avec en 
compensation, une hyperprolifération observée in vivo, ce qui peut s’interpréter comme une 
augmentation du risque de cancer du côlon (117).  
D’autre part, l’hème est lipophile, et de ce fait s’intercale facilement dans les 
membranes cellulaires, perturbant la bicouche lipidique de la cellule, et des organites comme 
les mitochondries et le noyau, et pouvant même déstabiliser le cytosquelette (118). Il existe 
toutefois des mécanismes de défense contre le stress oxydant et l’inflammation induite par 
l’hème tels que des molécules piégeant le fer héminique intracellulaires (heme-binding 
protein 23, HO-2, HO-3), et extracellulaires (hemopexine, albumine), des enzymes anti-
oxydantes, et HO-1 (Hème Oxygénase 1). L’hème oxygénase est l’enzyme clé du catabolisme 
de l’hème : elle casse le noyau porphyrine pour former de la biliverdine, des ions fer II Fe2+, 
et du monoxyde de carbone en quantités équimolaires (118) (figure 12).  
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Figure 12 : Les différentes voies potentiellement actrices dans le développement du cancer 
colorectal, dans lesquelles l’hème est impliqué après son ingestion 
D’après (115, 118-120) 
 
Nous avons vu que l’hème oxygénase avait pour fonction première d’être protectrice, 
en dégradant le fer héminique. Mais, via la production d’H2O2 et de Fe
2+
, elle pourrait aussi 
favoriser l’initiation et la promotion du cancer colorectal (figure 12). C’est le modèle proposé 
par Ishikawa et al. (120). Ishikawa et son équipe ont démontré que l’hémine, mise en contact 
avec des cellules épithéliales coliques humaines, les Caco-2, augmentait les lésions à l’ADN, 
la prolifération cellulaire, et la production d’interleukine-8 (cytokine impliquée dans le 
recrutement de cellules immunitaires sur le site d’une infection par un agent potentiellement 
pathogène). Ces effets sont inhibés par le ZnPP (zinc protoporphyrin), un inhibiteur de l’hème 
oxygénase, et par la catalase (enzyme de dégradation du peroxyde d’hydrogène). Ceci leur a 
permis de proposer un mécanisme d’action de l’hème sur les cellules coliques, par lequel il 
favorise à la fois l’initiation et la promotion du cancer colorectal (figure 12) (120). En effet, 
lors de sa dégradation par l’hème oxygénase, l’hème induit la production de peroxyde 
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d’hydrogène H2O2 et de ion fer II Fe
2+
 (121). En premier lieu, ces composés sont susceptibles 
d’entrer dans la réaction de Fenton, qui est une réaction d'oxydation avancée aboutissant à la 
formation du radical hydroxyle 
.
OH. Le radical hydroxyle, très réactif vis-à-vis des structures 
organiques (il joue d’ailleurs un rôle initiateur dans l’auto-oxydation lipidique, ce qui rejoint 
le rôle de catalyseur de l’hème dans la lipoperoxydation), pourrait alors favoriser l’initiation 
du cancer colorectal en provoquant la formation de lésions à l’ADN. En deuxième lieu, le 
peroxyde d’hydrogène, pourrait entrer dans les cellules coliques et favoriser la prolifération 
cellulaire, et la production de cytokines inflammatoires, ce qui pourrait participer à la 
promotion du cancer colorectal. Il a cependant été montré récemment que le stress oxydant ne 
semblait pas être le principal responsable de l’hyperprolifération et de l’hyperplasie des 
cellules épithéliales coliques induits par l’hème (122). 
Donc l’hème, d’une part est dégradé par l’hème oxygénase, et d’autre part catalyse la 
lipoperoxydation et la nitrosation/nitrosylation (figure 12). L’ensemble de ces mécanismes à 
pour conséquence, entre autres l’apparition d’une cytotoxicité et d’une génotoxicité. Ces 
phénomènes sont sans doute additifs, puisque le fer et l’hémoglobine augmentent la 
génotoxicité et la cytotoxité du 4-HNE et d’autres acides gras tels que l’acide linoléique dans 
des cellules cancéreuses humaines (116, 123). 
 
 Synergie hème/4-HNE 
Comme nous l’avons vu, l’hème, dans le tractus intestinal, catalyse la peroxydation 
des lipides. De nombreux aldéhydes sont formés dont le 4-hydroxynonenal (4-HNE), le 
malondialdehyde (MDA), et le 4-hydroxyhexenal (4-HHE).  
En plus de ses effets cytotoxiques décrits dans l’article 1, il a été montré que le 4-HNE 
activait les gènes de réponse au stress oxydant de la cellule via la voie Nrf2 (NF-E2-related 
factor 2) (124, 125). Or ce mécanisme favorise la survie des cellules saines, mais aussi celle 
des cellules cancéreuses, et est donc susceptible d’être impliqué dans la promotion du cancer 
colorectal (126). 
En effet, Nrf2 est un facteur de transcription qui a un rôle majeur dans le contrôle de la 
détoxication de xénobiotiques électrophiles, d’oxydants et de chimiques pro-oxydants (127). 
En réponse à un stress oxydant et électrophile (stress dû aux espèces réactives de l’oxygène), 
Nrf2 induit l’expression de nombreux gènes impliqués, entre autres, dans la détoxication des 
xénobiotiques. La dégradation de la protéine Nrf2 est régulée par une protéine cytoplasmique, 
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Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). En l’absence de stress, Nrf2 est piégé par 
Keap1, ubiquitinylé, puis dégradé par le protéasome, et a de ce fait, une demi-vie courte de 
quelques dizaines de minutes. Mais lorsque qu’un stress oxydant ou électrophile vient 
inactiver Keap1, Nrf2 est stabilisé, et s’accumule dans le noyau des cellules, provoquant 
l’activation des gènes cibles (figure 13) (127).  
 
Figure 13 : La voie Nrf2/Keap1 
D’après Taguchi et al, 2011 (127) 
 
Le 4-HNE, en induisant un stress oxydant au niveau de la cellule, va inactiver Keap1, 
conduisant à la stabilisation de Nrf2, et donc à l’activation des gènes de détoxication et à la 
diminution de la sensibilité au 4-HNE, en particulier dans les cellules cancéreuses (124, 125). 
Or l’hème favoriserait l’expression de ces mêmes gènes via Bach1. En effet, Bach1 est un 
facteur de transcription qui se lie au même élément MARE (Maf recognition element) que 
Nrf2, mais, contrairement à ce dernier, réprime l’expression des gènes cibles. L’hème se 
INTRODUCTION 
Cancérogénèse colorectale, viandes rouges et charcuteries :  
hypothèses mécanistiques  
 
 
~ 59 ~ 
 
lierait spécifiquement à Bach1, ce qui l’inactiverait, et lèverait la répression, permettant 
l’expression des gènes cibles de Nrf2 (figure 14) (128).  
 
Figure 14 : Régulation des gènes cibles de l’élément MARE par Bach1 et Nrf2 
D’après Ogawa et al, 2001 (128) 
 
En définitive, l’hème catalyse la formation de 4-HNE, et facilite son action. Appliqué 
à des cellules tumorales, cela permet de proposer l’hypothèse d’une synergie entre l’hème et 
le 4-HNE. Cette synergie favoriserait la survie des cellules cancéreuses en condition délétères. 
Cela constitue un argument supplémentaire pour expliquer les effets promoteurs des viandes 
rouges observés dans les études in vivo. 
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 Actualisation du schéma 
En prenant en compte l’effet direct de l’hème et la synergie hème/HNE, le schéma que 
nous avions proposé dans l’article paru dans Cancer Prev Res; 4(2); 177–84. 2011, peut être 
actualisé comme suis : 
 
Figure 15: Mécanismes d’actions du fer héminique sur le développement du cancer 
colorectal 
 
Au final, trois mécanismes semblent être responsables de la promotion de cancer 
colorectal induite par l’hème : L’effet direct de l’hème sur les cellules, et l’effet catalytique de 
l’hème sur la formation, d’une part de composés N-Nitrosés, et d’autre part d’aldéhydes 
génotoxiques et cytotoxiques.  
Ces mécanismes pourraient être identifiés comme des leviers pour définir des 
stratégies de prévention nutritionnelles, afin de limiter les effets promoteurs des produits à 
base de viande sur le cancer du côlon. Par exemple, nous pourrions envisager de chélater 
l’hème, pour limiter sa biodisponibilité, ou inhiber les réactions de catalyse. De fait, certains 
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composés « piègent » l’hème, empêchant de ce fait les trois voies : c’est le cas du calcium, de 
la chlorophylle et peut-être de certains polyphénols (108, 113, 129, 130). D’autres inhibent la 
nitrosation et la nitrosylation : c’est en particulier le cas de la vitamine C et de la vitamine E 
(81). D’autres enfin, inhibent la lipoperoxydation, comme c’est ce cas d’un grand nombre de 
polyphénols, qui sont détaillés dans la partie suivante. 
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4)  Promotion du cancer colorectal induite par l’hème : nutriments 
protecteurs 
a) Calcium 
Avant 2003, une dizaine d’études ont été menées afin étudier l’effet d’un régime à 
base de viande rouge sur le cancer colorectal chez des rongeurs. Aucune n’a montré un effet 
promoteur (131-142). Or, en 2003, il a été montré que l’hémine et l’hémoglobine étaient 
promoteurs du nombre de lésions précancéreuses chez des rats chimio-induits, et que cet effet 
était totalement inhibé par le calcium (112). Cette hypothèse a été confirmée par la suite : 
l’ajout de calcium normalise l’effet promoteur de la viande bovine dans un modèle animal de 
rats chimio-induits, le carbonate de calcium étant plus efficace que le phosphate de calcium 
(113, 143). Une étude récente confirme ce résultat chez l’homme : des crucifères, du yaourt 
ou des tablettes de chlorophylles dans le régime diminuaient de moitié la génotoxicité induite 
par un régime riche en viande rouge et charcuterie cuites à haute température (130). Toutes 
les expérimentations in vivo publiées avant 2003 ayant été effectuées dans un régime riche en 
calcium, cela permet d’expliquer l’absence d’effet promoteur de l’hème avant cette date, le 
calcium bloquant l’hème dans la phase insoluble du contenu intestinal. 
b) Polyphénols et Vitamines 
Les polyphénols représentent plusieurs milliers de molécules, métabolites secondaires 
des plantes, très abondants dans notre alimentation. Ces phytomicronutriments sont présents 
dans les fruits, les légumes, les céréales complètes ou encore dans certaines boissons (thé, 
tisane, café, vin rouge). Ils participent aux réactions de défense des végétaux contre les 
pathogènes et à la protection contre les rayonnements ultraviolets. Ils contribuent également 
aux propriétés organoleptiques des aliments (goût, astringence et couleur) (144). Cette famille 
de molécules se caractérise par une structure de base comprenant un cycle aromatique avec un 
ou plusieurs groupements hydroxyles. Il est possible de les classer selon le nombre de cycles 
phénoliques qu’ils contiennent et selon les éléments structuraux qui lient différents cycles 
entre eux. Ainsi, on distingue quatre grands groupes de polyphénols : les lignanes, les 
stilbènes, les acides phénoliques et les flavonoïdes. Les flavonoïdes peuvent eux-mêmes être 
subdivisés en flavonols, flavones, flavanones, isoflavones, flavanols, proanthocyanidines et 
anthocyanines (figure 16) (144).  
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Figure 16 : Les grands groupes de polyphénols 
D’après Manach et al, 2004 (144) 
 
Les polyphénols comptent parmi les antioxydants les plus abondants dans les aliments. 
Ils ont été très largement étudiés pour leurs propriétés antioxydantes (neutralisation de 
radicaux libres, co-facteurs d’enzymes antioxydantes, etc.) et leurs effets potentiels dans la 
prévention de diverses maladies dégénératives associées au stress oxydant telles que cancers, 
maladies cardio-vasculaires et maladies neurodégénératives (145-148). Au delà de leur rôle 
antioxydant, les polyphénols ont la capacité de moduler l’activité d’une grande diversité 
d’enzymes et de certains récepteurs cellulaires, et pourraient agir directement sur l’expression 
des différents gènes modifiant ainsi différentes fonctions cellulaires (149-151).  
Les vitamines sont des substances organiques de faible poids moléculaire connues 
pour leurs propriétés antioxydantes (152). La majorité d’entre elles ne peuvent pas être 
synthétisées par l’organisme et doivent donc être apportées par l’alimentation. 
Dans le cadre de l’inhibition de la promotion du cancer colorectal induite par l’hème, 
nous allons nous intéresser ici plus spécifiquement au rôle potentiel anti-nitrosant et 
antioxydant des vitamines et des polyphénols. On peut cependant noter que les polyphénols 
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sont également connus pour être des chélateurs de métaux tels que l’ion fer II (153). Ils 
pourraient alors piéger l’hème, ce qui constituerait un autre mécanisme de protection possible 
contre la promotion du cancer colorectal induite par l’hème. 
i. Inhibition de la formation de composés N-nitrosés 
Les polyphénols et les vitamines C (ascorbate) et E ( -tocophérol) peuvent inhiber la 
formation de composés N-nitrosés in vitro et in vivo (81, 154). 
Les polyphénols suivants sont également connus pour inhiber la formation de 
composés N-nitrosés, même si leurs modes d’action diffèrent les uns des autres (155) :  
 Les acides hydroxycinnamiques tels que les acides caféique (dont l’acide 
rosmarinique), férulique, ou chlorogénique.  
 Les hydrostilbènes tels que le resvératrol ou le piceatannol 
 L’épigallocatéchine gallate et autres catéchines du thé vert  
 L’hydroxytyrosol et autres catéchols de l’huile d’olive 
 Les flavonoïdes tels que la quercétine, la rutine, ou la génistéine.  
La partie du tractus intestinal où l’inhibition semble principalement voir lieu, est le 
point de jonction entre l’œsophage et l’estomac, là où les nitrites de la salive rencontrent le 
suc gastrique (155).  
Cependant, les mécanismes impliqués sont complexes, et certains polyphénols ou 
vitamines peuvent avoir des effets opposés. C’est le cas de la vitamine C : Elle convertit les 
espèces nitrosées réactives en oxyde nitrique (NO). Ce dernier est susceptible de diffuser dans 
les couches lipidiques adjacentes, où il peut réagir avec l’oxygène pour reformer des 
composés N-nitrosés dans des compartiments inaccessibles à la vitamine C. Donc l’ascorbate 
pourrait même promouvoir la nitrosation, au lieu de l’inhiber (155).  
D’autre part, la capacité des polyphénols à inhiber la formation de composés N-
nitrosés dépend de la présence ou de l’absence de lipides à proximité. En absence de lipides, 
les antioxydants phénoliques comme l’acide caféique, férulique, gallique ou chlorogénique, 
tout comme l’acide ascorbique, ajoutés à un modèle de suc gastrique contenant des amines 
secondaires, inhibent la nitrosation. Par contre, en présence de lipides, l’effet de chaque 
antioxydant sur la nitrosation est corrélée à la quantité d’oxyde nitrique qu’ils génèrent : si les 
acides féruliques et caféiques inhibent toujours la nitrosation, par contre les acides gallique, 
chlorogénique, et ascorbique l’augmentent (155).  
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ii. Inhibition de la lipoperoxydation 
 De part leurs propriétés antioxydantes, les polyphénols et les vitamines sont 
susceptibles d’inhiber la lipoperoxydation (156, 157). En effet, les polyphénols sont des 
antioxydants puissants, capables de piéger les radicaux libres impliqués dans les réactions de 
la lipoperoxydation (156). Cette dernière est une réaction en chaîne, divisée en trois étapes. 
Lors de l’initiation, un initiateur génère le radical libre en perdant un hydrogène (RH → R•). 
En présence d’oxygène, un radical péroxyle est généré (R• + O2 → ROO
•
), suivie de la perte 
d’un hydrogène d’un lipide voisin (ROO• + RH → ROOH + R•). C’est la propagation. Avec 
un apport constant en oxygène, cette réaction en chaîne oxyde les lipides, à moins qu’elle soit 
arrêtée, par exemple par la formation d’un tétraoxyde à partir de deux radicaux péroxyles 
(ROO
• 
+ ROO
• → ROO-OOR). Cette étape est appelée terminaison. Les polyphénols peuvent 
réagir avec le radical péroxyle, et arrêter ainsi la propagation. C’est en particulier le cas des 
caroténoïdes et des flavonoïdes (158, 159). 
Confirmant cette hypothèse, dans un modèle mimant l’environnement gastrique au 
début de la digestion, il a été montré que la quercétine, l’α-tocophérol, la rutine, la catéchine, 
l’acide caféique et l’acide chlorogénique inhibaient la lipoperoxydation initiée par du fer 
héminique (160, 161). En accord avec ces résultats, Gorelik et al. ont observé une réduction 
importante de la quantité de MDA, produit terminal de la lipoperoxydation, en phase 
postprandiale, chez des volontaires sains ayant consommé de la viande imprégnée de vin 
rouge (162). Ils ont émis l’hypothèse que ces polyphénols agissaient surtout dans l’estomac et 
l’intestin (163). Plusieurs autres études ont montré dans l’estomac une inhibition par le vin 
rouge de la peroxydation lipidique induite par l’hème (164, 165). L’ingestion de fraises 
diminue également la peroxydation lipidique dans l’estomac (166). Dans un modèle 
d’inflammation colique chez le rat, il a été montré qu’une infusion de verveine au citron 
augmentait d’expression d’un enzyme antioxydante, la superoxide dismutase, dans les cellules 
coliques, et diminuait la peroxydation lipidique (formation de MDA) (167). D’autre part, dans 
des conditions mimant la composition du côlon, l’épigallocatéchine gallate et un extrait de thé 
vert sont capables de neutraliser le 4-HNE (168). Enfin, in vivo, l’huile d’olive et 
l’hydroxyanisole butylé avec rutine inhibent l’induction des lésions pré-néoplasiques induites 
par l’hémine chez le rat chimio-induit, et cela normalise les produits terminaux des lipides 
mesurés dans les fèces (112).  
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5) Modèles de cancérogenèse colique 
 
Nous venons de voir en détail l’influence de la consommation de viande rouge sur la 
cancérogénèse colorectale, et les aliments qui peuvent inhiber l’effet promoteur de l’hème sur 
cette maladie. Cependant, avant de définir les objectifs de la thèse, il est crucial de bien 
connaître les modèles expérimentaux existants, tant animaux que cellulaires. Sur le plan 
éthique, comme sur le plan économique, il est nettement plus facile d’intervenir sur des 
modèles cellulaires, puis sur des modèles animaux, que sur des volontaires humains. Mais la 
question de l’extrapolation à l’Homme se pose alors, aucun modèle n’étant jamais parfait. 
C’est ce dont nous allons discuter à présent.  
a) Modèles animaux 
Il existe plusieurs modèles animaux permettant d’étudier l’effet d’agents nutritionnels 
préventifs ou au contraire promoteurs, sur la cancérogénèse colorectale. La première étape 
nécessaire étant que ces animaux développent un cancer ou des lésions précancéreuses, pour 
qu’il soit possible d’étudier l’effet des aliments qu’ils vont ingérer sur le développement de 
leur maladie. L’idéal pour être plus proche de ce qui se passe chez l’homme serait d’attendre 
que les tumeurs se développent spontanément, chez des animaux non mutés génétiquement. 
Cela a été fait par Newmark et son équipe, qui ont montré un effet initiateur et promoteur 
d’un régime riche en lipides et pauvre en calcium, en vitamine D et en composés méthylé 
chez des souris (169, 170). Mais ce type d’étude présente une sérieuse contrainte de temps 
(une telle étude dure environ deux ans) et est très peu utilisée en pratique. Pour pallier ce 
problème, il existe deux types de modèles animaux qui permettent d’accélérer l’apparition des 
tumeurs : les modèles chimio-induits, auxquels il a été injecté un cancérigène chimique ; et les 
modèles génétiques, comme les souris Min, mutées sur Apc, qui développent spontanément 
des tumeurs en quelques semaines.  
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i. Modèles Chimio-induits 
 Rats induits à l’AOM/DMH 
Dans ce modèle, les animaux (rats Wistar, Sprague-Dawley ou Fisher F344) reçoivent 
une injection intra-péritonéale d’un cancérogène chimique, afin d’induire l’apparition de 
lésions précancéreuses (en 100 jours), et de tumeurs (en un an voir plus) (171). 
Les deux cancérigènes coliques les plus utilisés sont la diméthylhydrazine (DMH) et 
son métabolite l’azoxyméthane (AOM). La DMH est métabolisée dans le foie en AOM, qui 
est ensuite transformée en methylazoxymethanol. Ce dernier métabolite forme alors des ions 
methyl-carbonium CH3+, un électrophile qui provoque des mutations par mésappariements au 
niveau G-T sur l’ADN.  
Les tumeurs induites par ces cancérigènes chez le rat ont beaucoup de caractéristiques 
histopatologiques communes avec les tumeurs humaines. Le développement de lésions 
prénéoplasiques et de carcinomes est similaire, et présentent souvent une mutation sur le gène 
K-ras (30-60%). Comme dans les tumeurs humaines mutées sur Apc, ces tumeurs accumulent 
de la -caténine dans le noyau, même si, contrairement à ces dernières, elles présentent 
rarement une mutation Apc (8%), et jamais de mutation sur p53 (172). 
Deux types de lésions précancéreuses se forment à partir de la muqueuse normale : les 
foyers de cryptes aberrantes ACF (Aberrant crypt foci), et les foyers déplétés en mucine MDF 
(Mucin depleted foci) (173, 174) (figure 17).  
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Figure 17 : les étapes de la cancérogénèse colorectale observée chez les rats F344 induits à 
l’AOM/DMH 
D’après Femia et Caderni, 2008 (171) 
A- Schéma global. Les lésions prénéoplasiques (ACF et MDF) se forment à partir de la muqueuse 
normale, puis deviennent des tumeurs (adénome et adénocarcinome). ;  
B- Lumière colique. Les mêmes étapes sont représentées telles qu’elles sont observées au 
microscope après coloration. ;  
C- Coupe histologique. Les mêmes étapes sont représentées en coupe. Cela permet de distinguer le 
type histologique des tumeurs.  
 
Les premières lésions observées ont été les foyers de cryptes aberrantes découvertes 
par Bird et al. (173) (figure 18). Les ACF sont observables en colorant la muqueuse colique 
au bleu de méthylène à partir de deux semaines après l’injection du cancérigène (175). Ces 
lésions sont généralement surélevées par rapport à la muqueuse colique et l’orifice des cryptes 
est plus allongé et plus dilaté que celui des cryptes normales (176). Les ACF possèdent des 
marqueurs moléculaires de cancérogenèse colorectale. Ainsi, on observe une surexpression de 
certains gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et, parfois, des mutations sur le gène 
Apc (177, 178). De plus, les ACF présentent des caractères d’hyperplasie, tels que la présence 
de gros noyaux, l’absence de polarité des cellules, une augmentation des mitoses et l'absence 
de mucine (177). Ces lésions contiennent de deux à plus de vingt cryptes aberrantes, et 
certaines peuvent évoluer en adénocarcinomes (179, 180). 
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tels que la présence de gros noyaux, l’absence de polarité des cellules, une augmentation des 
mitoses et l'absence de mucine (146).  
Les FCA contiennent de deux à plus de vingt cryptes aberrantes, et certains peuvent évoluer 
en adénocarcinomes (148, 149) (figure 13). 
 
 
 
 
 
Figure 12 : photo d’un foyer de cryptes aberrantes (FCA, avec plus de 20 cryptes aberrantes), recopiée 
sur le site du Pr. D.E Corpet (http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/indexan.html)  
 
Figure 13 : transformation d’une crypte normale en un adénocarcinome en passant par le stade de 
foyer de cryptes aberrantes (http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/indexan.html).  
 
Plus récemment, les foyers déplétés en mucine (FDM) ont été découverts et sont 
considérés aussi comme des lésions pré-néoplasiques (127) (figure 14). Ils sont observables 
par une coloration à « high-iron diamine alcian blue » (HIDAB) et caractérisables par 
l’absence ou une production nulle ou limitée de mucine. De plus, les cryptes sont plus petites 
que les cryptes normales, on observe une distorsion de la lumière colique qui est aplatie et 
allongée au lieu d’être ronde (127, 150). Les FDM sont visibles sept semaines après une 
injection d’AOM. Les FDM sont beaucoup moins nombreux que les FCA, ce qui est plus 
cohérent avec le nombre de tumeurs observées sur un côlon (plus de 100 FCA, moins de dix 
FDM, et environ 2 tumeurs par côlon en moyenne) (150). De plus, l’augmentation d’injection 
de DMH induit une augmentation du nombre de FDM par côlon. Des mutations sur le gène 
codant pour la -caténine ou sur le gène Apc ont été observées dans les FDM, similaires à 
celles trouvées dans des tumeurs coliques (151, 152).  
Foyer 
Crypte 
aberrante 
 
 
Figure 18 : Foyer de cryptes aberrantes  
Source : http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/indexan.html 
 
Les foyers déplétés en mucine (MDF) ont été découverts plus récemment (174) (figure 
19). Ils se caractérisent par une production nulle ou limitée de mucine. De plus, les cryptes 
sont plus petites que les cryptes normales, et l’on observe une distorsion de leur lumière 
colique qui est aplatie et allongée au lieu d’être ronde (174, 181). Les MDF sont visibles sept 
semaines après une injection d’AOM. Ils sont beaucoup moins nombreux que les ACF, ce qui 
est plus cohérent avec le nombre de tumeurs observées sur un côlon (plus de cent ACF, moins 
de dix MDF, et environ deux tumeurs par côlon en moyenne) (181). Des mutations sur le gène 
codant pour la β-caténine et sur le gène Apc ont été observées dans les MDF, similaires à 
celles trouvées dans des tumeurs coliques (182-184). 
 
 
Figure 19 : Foyer déplété en mucine  
Source : http://www.inra.fr/reseau-nacre/sci-memb/corpet/indexan.html 
 
Les MDF son plus difficiles à compter que les ACF, mais présentent plus de 
similarités avec les tumeurs macroscopiques : ils semblent donc être de meilleurs prédicteurs 
de la cancérogenèse colique que les ACF (174, 185). L s rofils de mutations observés dans 
ces deux types de lési ns sont également n faveur des MDF. En effet, la mutation Apc est 
retrouvée dans environ 25% des MDF, alors que les ACF ne présentent jamais cette mutation 
(184, 186). Ces deux types de lésions précancéreuses sont retrouvés chez l’Homme (187, 
188). Elles sont utilisées dans les études de moyen terme (100 jours) sur des rats initiés.  
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 Autres cancérigènes 
D’autres cancérigènes peuvent également être utilisés tels que : 
 La méthylnitrosourée (MNU) ou la n-Methyl-n-Nitro-n-Nitrosoguanine 
(MNNG), appartenant à la classe des nitrosamines. La MNU doit être administrée 
de façon intra rectale, car c'est un cancérigène direct qui agit au point d'injection 
sur les cellules rencontrées, sans avoir besoin d'activation métabolique. Par 
ailleurs, les nitrosamines induisent moins de tumeurs que la DMH ou l’AOM : 
quatre injections successives de MNNG (0.5 mL d’une solution à 5 mg/mL) deux 
fois par semaines durant deux semaines induisent 80% d’incidence et seulement 
une à deux tumeurs par animal chez le rat Wistar (171, 189). Comparées à la DMH 
ou l’AOM, les nitrosamines sont donc moins pratiques d’utilisation, moins 
spécifiques (la MNU induit des tumeurs sur différents sites) et moins efficaces. 
 Les amines hétérocycliques (AHCs) telles que le 2-amino-1-methyl-6- 
phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), le 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline 
(IQ) et le 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (MeIQx). Ce sont des 
cancérigènes coliques qui sont produits par l'action de hautes températures sur du 
muscle : on les trouve donc dans les viandes et les poissons grillés ou cuits au four. 
Le PhIP induit 50% d’incidence de tumeurs colorectales chez le mâle F344 après 
52 semaines de régime contenant 400 ppm de la molécule (171). Aucun carcinome 
colique n’est observé après deux ans de régimes contenant 25 ppm de PhIP. Les 
AHCs sont beaucoup plus chères que l’AOM ou la DMH, induisent moins de 
lésions précancéreuses par côlon et sont moins pratiques d’utilisation. 
 Modèle AOM/DSS 
Avec les cancérigènes cités précédemment, il faut attendre plus de 30 semaines avant 
d’obtenir des tumeurs. Un modèle à été mis au point, conciliant injections intra-péritonéales 
d’AOM et ajout d’un agent inflammatoire dans l’eau de boisson, le Dextran Sulfate Sodium 
(DSS) (190). Ce modèle provoque la croissance rapide de nombreuses tumeurs chez la souris 
en 10 semaines. Le développement de la cancérogénèse observé est proche de celui observé 
chez les humains. Par exemple, les tumeurs sont souvent localisées dans la partie distale du 
côlon, comme chez l’Homme. Cependant, elles ont très peu tendance à faire des métastases. 
Initialement développé chez la souris, ce modèle a aussi été utilisé chez le rat dans plusieurs 
études (191-193). L’inconvénient de ce modèle est que le DSS est très toxique pour 
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l’épithélium colique, et provoque des colites sévères, caractérisées par des diarrhées 
sanglantes et une perte de poids des animaux. Ces phénomènes diminuent cinq semaines après 
le début du traitement, mais les animaux trop jeunes ou trop fragiles peuvent ne pas y survivre. 
Cependant, le modèle AOM/DSS reste particulièrement pertinent lorsque l’on veut étudier la 
carcinogenèse en lien avec les maladies inflammatoires comme la colite ulcéreuse ou la 
maladie de Crohn (190). 
 
ii. Modèles génétiques 
 Souris Min 
Le deuxième modèle animal de cancérogénèse colique est le modèle génétique. Ce 
modèle est apparu dans les années 1990 avec la découverte de la souris Min (Multiple 
Intestinal Neoplasia) mutée sur le gène Apc (194). Ces souris de souche C57BL6/J, 
développent spontanément des adénomes à 10 ou 12 semaines, principalement au niveau de 
l’intestin grêle (195). Après une étude plus approfondie de ce modèle, Su et al. ont observé 
une mutation germinale non sens au niveau du codon 850 du gène Apc (195). Cette 
inactivation du gène Apc est similaire à celle observée chez les patients atteint de PAF, et dans 
de nombreux cancers sporadiques (172). Par contre, les mutations de K-ras et de p53 n’ont 
pas été détectées chez la souris Min, contrairement à ce que l’on observe chez l’homme. Ce 
modèle est un bon instrument pour l’étude de la cancérogenèse colorectale, permettant de 
mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans le cadre d’un fond génétique connu et 
maîtrisé. L’apparition spontanée d’adénomes permet de réaliser des études jusqu'au stade 
tumoral, plus rapidement qu'avec les modèles chimio-induits, en évitant la manipulation de 
produits cancérigènes tels que l’AOM ou la DMH. Cependant, pour certains composés qui 
nécessitent un métabolisme colique, comme les fibres alimentaires, ou lorsque l’on veut 
étudier l’effet du microbiote, la localisation préférentiellement intestinale est une limite. 
 Autres modèles génétiques  
D’autres modèles avec une mutation sur le gène Apc existent. C’est le cas de la souris 
Apc
∆716
, mutée au niveau du codon 716. La localisation des tumeurs est similaire à celle 
observée chez la souris Min (intestin grêle), mais ces souris développent plus d’adénomes et 
très peu de métastases. Pour une autre souche, mutée sur le codon 1638N, c’est le contraire : 
elle développe moins d’adénomes intestinaux, mais plus de métastases (171). Sur un autre 
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modèle de souris, les lésions cancéreuses sont situées dans le côlon et rectum. C’est la souris 
Apc
14/+
 (196). Il existe aussi un modèle muté sur la β-caténine avec quelques lésions 
précancéreuses spontanées : le modèle A33 Nbcat (197) . Par ailleurs, des modèles mutés sur les 
gènes Msh2 (MutS homolog) ou Mlh1 (MutL homolog), appartenant à la famille des gènes 
impliqués dans le système de réparation des mésappariements de l’ADN permettent plus 
spécifiquement d’étudier le syndrome HNPCC (198). 
Un modèle prometteur semble être le rat Pirc (polyposis in the rat côlon), qui 
développe de nombreux adénomes répartis entre le côlon et l’intestin grêle, de façon similaire 
aux patients atteints de PAF (199).  
 
iii. Avantages, inconvénients, et pertinence des modèles 
Les avantages et les inconvénients des deux principaux modèles animaux de 
cancérogénèse, le modèle chimio-induit avec l’exemple des rats induits à l’AOM/DMH, et le 
modèle génétique, avec l’exemple de la souris Min, sont récapitulés dans le tableau ci-
dessous :  
 Avantages Inconvénients 
Modèles chimio-induits 
 
Rats induits à l’AOM/DMH 
 
Les étapes de la cancérogénèse sont 
similaires à celles observées chez l’Homme  
 
Les cancers se développent principalement 
dans le côlon 
 
Les lésions prénéoplasiques sont aisément 
quantifiables 
 
Les cancers sont induits avec une haute 
dose de certains cancérigène auxquels 
l’homme n’est pas couramment exposé 
Modèles génétiques 
 
Souris Min 
 
La cancérogénèse est spontanée, sans 
injection de cancérigène 
 
La mutation sur le gène Apc gène clé de la 
cancérogénèse chez l’Homme 
 
 
Les cancers se développent principalement 
dans l’intestin grêle, et non dans le côlon 
 
  
Tableau 3 : Avantages et inconvénients des principaux modèles de cancérogénèse 
colorectale 
D’après Femia et Caderni, 2008 (171) 
 
Une étude de corrélation entre ces deux modèles, rats chimio-induits à l’AOM/DMH 
et souris Min, réalisée sur 179 études venant de 71 articles étudiant 36 agents de 
chemoprévention, a montré une bonne homogénéité entre les résultats, avec un R
2
 de 0,66 et 
un p inférieur à 0,001 (198).  
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Lorsque l’on compare à ce que l’on observe chez l’homme, avec une méta-analyse 
menée sur 6714 volontaires, 3911 rats et 458 souris, consommant soit de l’aspirine, soit du -
carotène, du calcium, ou alors du blé complet on s’aperçoit que, globalement, ces modèles 
sont de bons prédicteurs de la cancérogénèse humaine, même s’ils sont moins précis sur 
certains agents, différents selon les modèles (172). Ce résultat met en évidence la nécessité 
d’associer les deux modèles afin d’atteindre une qualité prédictive optimale de la situation 
humaine. En effet, la qualité de prédiction d’un modèle animal se mesure par sa capacité à 
éviter les faux positifs et faux négatifs. Les conséquences de telles erreurs peuvent être 
dramatiques, comme le prouve l’exemple du psyllium : en 2000, sur la base des résultats très 
encourageants obtenus chez le rat chimio-induit, le psyllium a été testé chez l’Homme (200). 
Or, à l’opposé du résultat obtenu dans le modèle animal, une augmentation de 67% du nombre 
de polypes a été observée par rapport au témoin, et l’étude a dû être arrêtée. Ce résultat, 
heureusement rare, met l’accent sur toute la prudence qui doit être de mise lors de la transition 
d’un modèle animal à l’Homme.  
b) Modèles cellulaires 
i. Les différentes lignées cellulaires existantes 
Les modèles cellulaires, s’ils sont plus éloignés de l’homme que les modèles animaux, 
sont néanmoins très intéressants à utiliser en complément de ces derniers. Ils permettent une 
analyse mécanistique plus spécifique, plus rapide et plus simple que lors des études in vivo. 
Cependant, là encore, le choix du modèle demande réflexion. Il existe de nombreuses lignées 
cellulaires, allant des primo-cultures aux cellules tumorales. Si les premières sont plus 
proches de l’in vivo, elles sont plus difficiles à manipuler et se maintiennent très mal en 
culture. Les lignées épithéliales tumorales, issues d’adénocarcinomes du côlon ou du rectum 
sont très répandues. De nombreuses lignées de ce type sont disponibles chez l’homme (HT-29, 
Caco-2, SW480, etc.). Chez la souris, on trouve les CMT 93, issues de carcinomes 
rectocolique de souris C57BL/1CRF. L’avantage de ces lignées est qu’elles sont faciles à 
manipuler et peuvent être conservées très longtemps. L’inconvénient étant qu’elles 
représentent un stade avancé de la cancérogénèse colorectale, et ne correspondent pas aux 
stades de la pathologie abordé dans les modèles animaux cités ci-dessus, à savoir l’initiation 
et le début de la promotion. 
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ii. Les cellules Apc +/+ et Apc Min/+ 
Afin de pallier ce manque, deux lignées cellulaires constituées de cellules de souris 
C57BL6 « saines », nommées Apc
+/+
 et de cellules mutées uniquement sur le gène Apc 
(Apc
Min/+
) ont été établies (201).  
Ces lignées cellulaires sont issues d’un croisement entre une souris C57BL6 ou une 
souris Min avec une Immortomouse (figure 20). Les cryptes de côlons issues de souris F1 de 
trois semaines ont été isolées par traitement enzymatique (Dispase + collagenase). Les primo-
cultures ainsi obtenues ont ensuite été clonées afin d’obtenir les lignées.  
 
Figure 20 : Obtention des lignées cellulaires Apc+/+ et ApcMin/+ par immortalisation avec 
l’antigène T SV40 thermolabile, sous contrôle du promoteur CMH I H-2Kb, interféron γ 
inductible 
D’après Forest et al, 2003 (201) 
 
Les Immortomouse sont des souris transgéniques, établies pour un variant 
thermosensible de l'antigène T du virus SV 40 de singe, le tsA58, gène immortalisant, sous 
contrôle du promoteur du CMH I H-2Kb, qui est interféron  inductible (202). 
L’immortalisation des cellules isolées à partir de cette lignée de souris est donc à la fois sous 
contrôle de la température et de l’interféron : A 33°C, avec interféron  les cellules sont dites 
en conditions « permissives» et sont immortalisées. A 37°C sans interféron  les cellules sont 
dites en conditions « non permissives», et se comportent comme des primo-cultures.  
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Il a ensuite été validé que la présence de la mutation, comme attendu, augmentait la 
capacité des cellules à former des clones en agar, augmentait faiblement l’expression de la -
caténine, désorganisait le réseau d’actine, et diminuait significativement la migration 
cellulaire sur matrice de fibronectine (203, 204).  
 
iii. Avantage d’un modèle avec analyse du différentiel 
Les lignées cellulaires ainsi obtenues permettent de modéliser les stades précoces de la 
cancérogénèse colorectale, et d’observer les conséquences de la mutation du gène Apc dans 
les cellules coliques, qui est, comme nous l’avons vu, l’un des premiers gènes mutés dans la 
séquence adénome-cancer. De plus, cette une mutation est présente au niveau de 25% des 
MDF, 33% des tumeurs de rats chimio-induits, et dans la totalité des tumeurs des souris Min 
(184, 186, 194). Comparer l’action d’un même composé comme les aldéhydes ou l’hème sur 
les deux lignées permet de déterminer si son action se situe plutôt au niveau de l’initiation ou 
de la promotion, et s’il favorise ou non une lignée par rapport à l’autre. Par exemple, le 4-
HNE est plus cytotoxique sur les cellules Apc
+/+
, que sur les cellules Apc
Min/+
, ce qui nous a 
conduit à proposer l’hypothèse suivante : le 4-HNE « sélectionnerait » les cellules mutées sur 
Apc, favorisant ainsi la promotion du cancer colorectal (205). Cette différence pourrait être 
expliquée par une différence de métabolisme entre les deux lignées, les Apc
Min/+ 
ayant une 
plus grande capacité à éliminer le 4-HNE en le transformant en conjugués thiols, et en acide 
4-hydroxynonanoïque (206). 
Ce modèle, associé aux CMT 93, lignée issue de carcinomes rectocoliques de souris 
C57BL/1CRF, nous permet d’étudier in vitro trois stades différents de la cancérogénèse 
colorectale : les cellules « normales », les cellules mutées sur Apc, et les cellules tumorales. 
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6)  Objectifs et enjeux 
 
Le contexte détaillé ci-dessus nous a amenés à nous poser les questions suivantes : 
 Les hypothèses actuelles mettent en avant trois types d’agent toxique, les amines 
hétérocyclique, les composés N-nitrosés, et le fer héminique, pour expliquer le lien 
entre viandes, charcuteries et cancer. Quel est le principal responsable de la 
promotion de la cancérogénèse colorectale? S’il s’agit de l’hème, dont l’effet 
promoteur sur les lésions prénéoplasiques est démontré, est-il également 
promoteur des tumeurs macroscopiques ?  
 Quels sont les mécanismes moléculaires impliqués dans cette promotion induite 
par l’hème ?  
o Il y a-t-il un effet direct de l’hème sur les cellules épithéliales coliques?  
o Y-a-t-il une synergie entre l’hème et le HNE ?  
 Enfin, est-il possible d’inhiber cet effet délétère de l’hème par l’alimentation ? Par 
exemple, l’effet anti-nitrosant et/ou antioxydants de certains polyphénols suffit-il à 
normaliser la promotion tumorale ? 
 
Ces questions nous ont conduits à définir trois objectifs principaux pour ma thèse:  
 
1- Valider au stade tumoral de la cancérogénèse colorectale l’effet promoteur de 
l’hème : choix de la souris Min 
 
2- Approfondir la connaissance des mécanismes de la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème : travail sur des modèles cellulaires 
 
3- Développer des stratégies de prévention alimentaires en identifiant les 
polyphénols qui suppriment la peroxydation endogène des lipides et la formation 
de composés N-nitrosés induits par l’hème. 
 
A travers ces objectifs, les enjeux de cette thèse sont doubles :  
 
 Au niveau scientifique, cela apportera des connaissances sur la promotion du cancer 
colorectal induite par les viandes rouges et les charcuteries, ses mécanismes, et les 
aliments protecteurs. 
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 Au niveau de la santé publique, cela permettra d’affiner les recommandations 
alimentaires de prévention, de proposer de nouveaux additifs en charcuterie, et à long 
terme de diminuer l’incidence du cancer colorectal. En effet, la proportion des cancers du 
côlon imputable à la consommation excessive de viandes est de l’ordre de 10 à 25% (57). 
Compte tenu de l’importance du cancer colorectal en France (100 nouveaux cas par jour), 
la diminution des cas liés à la consommation de viande pourrait améliorer la santé 
publique de façon significative.  
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ÉTUDES RÉALISÉES ET RÉSULTATS 
 
Nos objectifs 1 et 3 ont donné lieu à des expériences dont les résultats sont décrits ci-
après sous forme d’articles en anglais (chapitres 1 et 3 de cette partie expérimentale). Ces 
manuscrits sont en cours de relecture par mes co-auteurs, avant soumission à des revues 
scientifiques. Meme s’ils ne sont pas encore publiés, ils seront, par commodité, nommés 
« article 2 » et « article 3 » dans la suite de la thèse. Mes expériences in vitro sur les 
mécanismes (notre deuxième objectif) ne sont pas publiables en l’état aujourd’hui. Ces 
données sont essentiellement présentées dans le chapitre 2, sous la forme d’un manuscrit en 
français. 
1)  L’hème : agent majeur de la promotion du cancer colorectal induite 
par les viandes 
a) Introduction à l’article 
Cette étude a été conçue pour répondre au premier objectif : Valider au stade tumoral 
chez la souris Min l’effet promoteur de l’hème, et en partie au deuxième objectif : 
Approfondir la connaissance des mécanismes de la promotion du cancer colorectal induite 
par l’hème. 
Ce travail s’intègre dans une démarche globale de l’équipe, qui vise à déterminer 
l’importance et le poids de l’hypothèse « Hème » dans l’effet promoteur de la viande rouge. 
En parallèle à mes propres objectifs, Fatima Chenni, thésarde de l’équipe, devait déterminer, 
parmi les hypothèses de la littérature (fer héminique, composés N-nitrosés et amines 
hétérocycliques), quelle était la part de chacune dans la promotion du cancer colorectal par les 
viandes rouges et les charcuteries. En conciliant cette expérimentation sur des rats chimio-
induits, mes travaux in vitro sur les cellules Apc
+/+
 et Apc
Min/+
, et in vivo sur les souris Min, 
nous avons construit un article dont la forme est la suivante :  
1- Détermination du/des facteurs responsables de la promotion du cancer colorectal 
induite par les viandes rouges et les charcuteries 
Une étude de 100 jours a été conduite par Fatima Chenni chez des rats induits à l’AOM. 
Ces rats ont été nourris avec de l’hémoglobine, des amines hétérocycliques (PhIP et 
MeIQx), et des nitrites et nitrates dans l’eau de boisson, chacun étant administré seul, ou 
en combinaison l’un des deux autres ou les deux, de manière à construire un protocole 2 x 
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2 x 2. Cette étude a montré que seul l’hème était promoteur du nombre de MDF, 
indépendamment de l’ajout d’AHC et/ou de nitrates/nitrites.  
2- Etude de la toxicité de l’eau fécale issue de cette étude sur les cellules Apc+/+ et ApcMin/+ 
En se basant sur les précédents résultats de l’équipe montrant une plus forte toxicité du 4-
HNE sur les cellules Apc
+/+
 que sur les cellules Apc
Min/+
 (205), nous avons voulu vérifier 
si ce phénomène se retrouvait au niveau des eaux fécales. J’ai pu ainsi montrer que le 
différentiel de cytotoxicité entre les deux lignées cellulaires se retrouvait pour les eaux 
fécales provenant des rats ayant bénéficié d’un régime contenant de l’hémoglobine.  
3- Détermination du rôle des aldéhydes dans le différentiel de cytotoxicité observé 
Nous avons ensuite voulu déterminer si ce différentiel de cytotoxicité était dû aux 
aldéhydes présents dans l’eau fécale. Pour cela, grâce à l’aide d’Isabelle Jouanin, membre 
de la plateforme AXIOM, j’ai pu mettre au point des billes de polymères permettant de 
piéger les aldéhydes dans les eaux fécales. Avec ces composés, on observe une diminution 
de la cytotoxicité chez les Apc
Min/+
 mais pas chez les Apc
+/+
. Cela montre que les 
aldéhydes interviennent, au moins en partie, dans la cytotoxicité chez les Apc
Min/+
. Sur des 
molécules purifiées, on retrouve le différentiel, comme attendu, avec le 4-HNE, mais pas 
avec l’hémine, ce qui suggère que l’effet direct de l’hème n’est pas à l’origine du 
différentiel de cytotoxicité observé entre les deux lignées. Un autre argument en faveur du 
4-HNE est que ce composé est plus génotoxique chez les Apc
+/+
 que chez les Apc
Min/+
. 
4- Confirmation de l’effet promoteur de l’hème au stade tumoral chez la souris Min 
Comme l’hème semble être le principal facteur impliqué, nous avons enfin souhaité 
confirmer son effet promoteur au niveau tumoral. Pour cela, j’ai conduit une étude dans 
laquelle des souris Min ont reçu un régime contenant 2,5% d’hémoglobine pendant 49 
jours. Nous avons observé une augmentation significative de la surface tumorale dans 
l’intestin grêle des souris ayant reçu un régime contenant de l’hémoglobine, par rapport 
aux souris témoins (p=0 ,004). De plus, nous avons vérifié que les biomarqueurs précoces 
de la cancérogénèse colorectale (lipoperoxydation dans les fèces et cytotoxicité des eaux 
fécales) évoluaient de la même façon dans l’intestin grêle et dans le côlon des souris 
C57BL/6.
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b) Article 2: Demonstration of the major role of heme in 
colorectal cancer promotion by red meat in two animal 
models of carcinogenesis. 
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Abstract  
Red and processed meat consumption is associated with a positive risk of colon 
carcinogenesis. Three hypotheses are proposed to explain this association: heme, heterocyclic 
amines, and total N-Nitroso Compounds. The relative weight of each hypothesis could help to 
refine dietary recommendations, but, so far, few studies have been conducted on this topic. 
We therefore have set up an experimental protocol in order to determine the importance of 
these three hypotheses in a 2x2x2 protocol. In this first step, we have revealed a central role of 
heme on the promotion of colon carcinogenesis at the pre-neoplastic level, independently of 
the presence of heterocyclic amines and/or nitrates-nitrites in diet. We have then explored the 
mechanisms involved with a cellular model mimicking the first stages of carcinogenesis. We 
thus have shown that the promotion colorectal cancer by heme, observed in vivo, was 
associated with a differential cytotoxicity of fecal water, against normal epithelial cells and in 
favor of preneoplastic cells. This differential cytotoxic effect was partially explained by lipid 
peroxydation, which may provide a part of the mechanistic explanation of promotion of 
colorectal carcinogenesis by heme. Moreover, this promotion observed at pre-neoplastic 
lesions level in a chemically-induced model, was confirmed at tumor level in the other main 
model of carcinogenesis, the genetically modified animal model Apc
Min/+
 mice. In conclusion, 
this study reveals for the first time the importance of heme in the promotion of colon 
carcinogenesis by red meat and should lead to improved dietary recommandations against 
colon carcinogenesis. 
 
 
Keywords: red and processed meat/ colorectal cancer/ heme iron/ lipid peroxydation/ Apc 
mutation/ precancerous lesions/ tumors/ carcinogen-induced F 344 rats/ Apc
Min
 mice 
 
 
 
Abbreviations: AOM : azoxymethane; ATNC: Total N-Nitroso-Compounds; HCA: heterocyclic amines; 
MDF: Mucin depleted foci; CRC: colorectal cancer; WCRF: World Cancer Research Fund panel; 4-HNE : 4-
hydroxynonenal; DiMeIQx: 2-amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-f] quinoxaline MeIQx: 2-amino-3,8-
dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline ; PhIP: 2- amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine ; Apc: 
adenomatous polyposis coli ; Min : multiple intestinal neoplasia; HHE : 4-hydroxy-2-hexenal (HHE); MDA: 
malondialdehyde , MTT: Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide; TBARs: Thiobarbituric acid reactive 
substances  
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Introduction 
Colorectal cancer is the third most 
common type of cancer worldwide, after lung-
bronchus and prostate cancer in men, and after 
lung-bronchus and breast in women (1, 2). 
Environmental factors are believed to play a 
role in the development of CRC, and 
particularly diet (3). Based on meta-analyses of 
epidemiological studies, the World Cancer 
Research Fund panel (WCRF), in its 2007 
report considers as convincing the risk 
associated with red and processed meat and 
recommends to limit red meat, and to avoid 
processed meat consumption (1, 4, 5). We 
previously confirmed these epidemiological 
data, showing that red meat, and processed 
meat promotes precancerous lesions 
(azoxymethane-induced aberrant crypt foci 
(ACF) and mucin-depleted foci (MDF)) in the 
colon of rats given a low-calcium diet (6-9).  
Several mechanisms may explain this 
relationship between risk of colorectal cancer 
and intake of red or processed meat (10, 11). 
First, carcinogenic total N-Nitroso-Compounds 
(ATNC) can be formed in the gastrointestinal 
tract by N-nitrosation of peptide derived amine 
or amides, or N-nitrosylation leading to the 
formation of S-nitrosothiols (RSNO) and 
nitrosyl iron (FeNO) (12-14). Second, meat 
cooked at high temperature contains mutagenic 
amines like 2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazo(4,5-b)pyridine (PhIP) or 2-
amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline 
(MeIQx) (15, 16). And third, epidemiological 
and experimental evidence supports the 
hypothesis that heme iron present in meat 
promotes colorectal cancer (6, 11, 17-19). This 
effect can be explained by a cytotoxic and 
genotoxic effect of heme on epithelial cells, 
and/or by the catalytic effect of heme iron on 
the formation of ATNC, and of lipid oxidation 
endproducts like 4-hydroxynonenal (4-HNE) 
(6, 9, 11, 20, 21). In a large prospective cohort 
study, Cross et al. have recently examined 
these three main potential hypotheses, and 
found a positive relationship between heme 
iron, nitrates, and heterocyclic amines (MeIQx, 
and DiMeIQx) present in red and processed 
meat, and colorectal cancer (22). Moreover, 
Ferrucci et al. have observed positive 
associations for red meat, processed meat, 
heme iron and nitrate/nitrites with distal 
colorectal adenoma (23). Nevertheless, the 
weight of each of these hypotheses has never 
been evaluated in the same experimentation. 
 The aim of the present study was, to 
assess the weight of these three potential 
mechanism, heme iron, total N-Nitroso-
Compounds, and heterocyclic amines in a 
2x2x2 protocol at precancerous lesions stage: 
100 day in vivo study on carcinogen-induced 
rats. Then, the hypothesis generated after this 
first step was confirmed at tumor stage with 
C57BL/6J Apc
Min/+
 mice. As tumors in the 
majority of human cases, and in Apc
Min/+
 mice, 
the preneoplasic lesion MDF in rats show 
activation of the Wnt signalling pathway 
driven by mutations in Apc and/or beta-catenin 
gene (24). Consequently, in complement to in 
vivo studies, we have used our intestinal 
cellular model presenting an alteration of the 
Wnt pathway with a mutation on Apc gene 
(Apc
+/+ 
and Apc
Min/+ 
cells). Such cellular model, 
coherent with animal models, allows us (i) to 
understand the effect of dietary compounds on 
cancer progression, as a model of different 
early stages of carcinogenesis (25) and, (ii) to 
explain the effects observed in vivo. With this 
complementary approach between two animal 
models and our cellular model, we reveal here 
that heme is the determinant factor to explain 
the promotion observed with meat 
consumption on colorectal carcinogenesis and 
that a selective toxicity of alkenals against 
non-mutated cells seems to play an important 
role in this mechanism. 
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Results 
100 day in vivo study on azoxymethane-
induced F344 rats: demonstration of the 
major role of heme iron on mucin depleted 
foci (MDF) formation  
To assess the weight of the three potentials 
mechanism (heme iron, total N-Nitroso 
Compounds, and heterocyclic amines) 
involved in promotion of colorectal cancer by 
red and processed meat, we have conducted a 
2x2x2 protocol on azoxymethane-induced 
F344 rats fed with hemoglobin 1% or 
heterocyclic amines PhIP (50µg/kg) and 
MeIQx (25µg/kg), or both. Drinking water 
contained, or not, nitrites and nitrates (0.17 g/l 
of NaNO2 and 0.23 g/l of NaNO3), according 
to groups (experimental diet are described in 
supplementary data).  
Surprisingly, only diets containing 
hemoglobin significantly increased the number 
of MDF per colon (p<0.001), independently of 
the two others factors (fig. 1A and 1D). Indeed, 
if nitrites and nitrates in drinking water 
induced an important increase of fecal ATNC 
in all groups, they failed to increase the 
number of MDF per colon (fig. 1A and 1D). 
Nevertheless, we noticed that the repartition on 
ATNC was different in hemoglobin groups 
with 30 to 80% of nitrosyl iron FeNO and 0 to 
8% of S-nitrosothiols RSNO than in other 
groups where the composition was inversed 
with 0 to 5% of FeNO and about 30% of 
RSNO. FeNO was present almost only in 
hemoglobin group which seems consistent 
with the nitrosylation of iron from heme in 
presence of nitrites (26). This compound may 
be in part responsible of the formation of MDF 
observed in hemoglobin groups, but the totally 
absence of dose effect made us doubt of this 
hypothesis. MDF are microscopic dysplastic 
lesions, which seems to predict colon 
carcinogenesis better than aberrant crypt foci 
(ACF). Indeed, MDF bear mutation on the Apc 
gene with a frequency similar to that of tumors 
(24). 
This result suggests that only diets containing 
hemoglobin significantly increase the number 
of MDF, independently of the presence or not 
of hererocyclic amines and/or nitrates-nitrites, 
suggesting that heme iron is a determinant 
factor for promotion of MDF formation in rats.  
We have previously established that fecal 
water and urinary peroxidation biomarkers 
were associated with meat-induced 
carcinogenesis in rats (6, 7, 27). Here, we 
confirm that diets containing hemoglobin 
significantly increase amounts of lipid 
hydroperoxydes in fecal water (fig. 1B) and 
urinary 1,4-dihydroxynonenal (DHN-MA) (fig. 
1C). Besides, other factors seem to have a 
weak impact on heme-induced lipid 
peroxydation (Fig 1B & C). Indeed, theses 
biomarkers remained unchanged with diet 
containing nitrates/nitrites or heterocyclic 
amines without hemoglobin (fig. 1C). This was 
consistent with the concentration of heme in 
fecal water which was only dependant on 
dietary heme and not on other dietary factors 
(fig. S1, SI).  
Therefore, heme iron seems to be a 
determinant factor for promotion of MDF 
formation in rats, and heme in fecal water was 
associated with peroxidation biomarkers. 
Mechanisms implicated in the promotion of 
colorectal cancer by hemoglobin are not 
known but could be related to the heme-
induced oxidation of polyunsatured fatty acids 
present in diet and the formation of cytotoxic 
and genotoxic reactive secondary lipid 
oxidation products (6, 17, 27). We have 
previously shown that these compounds, such 
as 4-HNE, induced apoptosis in non-mutated 
colonic epithelial cells Apc
+/+
, but not in 
Apc
Min/+ 
mutated cells, suggesting that Apc 
mutation represents a strong selective 
advantage, via resistance to apoptosis 
induction (28). In the present study we have 
tested if fecal waters originating from rats fed 
on hemoglobin diets would induce a 
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differential of cytotoxicity on our cellular 
model and if other factors would be involved 
in this heme-induced differential toxicity. 
 
 
Fig.1: Major role of heme iron on mucin depleted foci formation (A) in association with fecal 
water and urinary lipid peroxidation biomarkers (B, C) in rats, independently of the presence 
and ATNC (D).  
After two days of acclimatization with standard AIN76 diet (American Ion, 1977), rats were shared among eight 
groups, with ten rats per group, and fed experimental diets for one hundred days (SI, table 1) (Tem: control diet; 
HCA: diet with PhIP (50µg/kg) and MeIQx (25µg/kg); Heme: diet with hemoglobin 1%; Heme + HCA: diet 
with hemoglobin 1%, PhIP and MeIQx 2.39*10
-3
%; O drinking water control; N: drinking water with nitrites 
and nitrates at 0,34g/l. After one week of experimental diet, rats received intraperitoneal injection of 
azoxymethane (Sigma-Aldrich, St Quentin, France; 20mg/kg body weight), in order to induce colon 
carcinogenesis. Experimental diets allow evaluating the impact of three dietary factors in a 2x2x2 protocol: heme 
iron, nitrates or nitrites, and heterocyclic amines. To evaluate lipid peroxidation biomarkers, feces were collected 
on days 90-100 and, and urines on days 67-70. Animals were killed by CO2 asphyxiation. (A) Number of MDF 
per rat colon. Each factor impact evaluation was done with a three factor anova (B) Lipid peroxidation in fecal 
water (measure of Eq MDA by TBARs). (C) Urinary biomarker of lipid peroxidation (measure of DHN-MA 
with an immuno assay). (D) Total ATNC in fecal water (measure of Total N-Nitroso Compounds, Fe-NO and 
RS-NO). ***: significantly different from TEM and HCA, p<0.001. 
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Apc mutation induces resistance of 
premalignant epithelial cells to cytotoxicity 
induced by fecal water from heme-fed rats.  
  
To extrapolate the in vitro data to in 
vivo data, it is essential to dispose of a cellular 
model consistent with the animal model. If we 
quantify MDF in our in vivo studies (first stage 
of carcinogenesis), it is irrelevant to compare 
these data with in vitro studies performed with 
tumor cells (terminal stage of carcinogenesis). 
We therefore have preferred a cellular model, 
sharing the same initial mutation with animal 
models (Apc mutation) and mimicking the 
early stages of carcinogenesis, which are the 
steps leading to the formation of MDF in vivo. 
Our conditionally immortalized intestinal 
cellular model is derived from C57BL/6J 
Apc
Min/+
 mice (premalignant cells: Apc
Min/+
), 
and from C57BL/6J mice (“Normal” cells: 
Apc
+/+
) which allow us to explore the impact 
of the Apc mutation, the same mutation 
observed in MDF in rats or tumors in Humans 
and Min mice (29, 30).  
 
We have observed that fecal water 
from rats fed hemoglobin diets was more 
cytotoxic on non-mutated cells Apc
+/+
, than on 
premalignant cells Apc
Min/+
 (fig. 1C). This 
result is consistent with previous results (28). 
Furthermore, neither fecal water from rats fed 
with heterocyclic amines, nor fecal water from 
rats fed nitrites/nitrates without hemoglobin 
induced any cytotoxicity (fig. 1C).  
Our hypothesis is that this differential 
of cytotoxicity between non-mutated and 
premalignant cells is the result of resistance of 
premalignant cells to cell death caused by fecal 
water of from rats fed hemoglobin diets. This 
selection of premalignant cells to the expense 
of non-mutated cells could explain the 
promotion with heme noticed in vivo. The 
main components significantly increased in 
these fecal waters are heme and cytotoxic 
aldehydes. We have previously shown that 4-
HNE induced the same differential of 
cytotoxicity than fecal water from beef fed rats 
(28). Consequently, we studied the part of 
aldehydes and heme implicated in the 
differential of cytotoxicity observed in vitro. 
 
Fig 2: Differential of cytotoxicity of fecal water from rats in an intestinal cellular model derived 
from C57BL/6J mice  
Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 immortalized colon epithelial cellular model is derived from C57BL/6J Apc
Min/+ mice 
(premalignant cells: Apc
Min/+), and from C57BL/6J mice (“Normal” cells: Apc+/+). Both cell lines express the 
heat-labile SV40 large T antigen (AgT tsa58) under the control of an interferon γ-inducible promoter.  
 
 
The cytotoxic effect of fecal waters made 
from feces if days 19-20 originating from 
rats fed on the different diets (dilution 1/50 
in culture medium) on Apc
+/+
 cells (gray 
bars), and Apc
Min/+
 cells (black bars) 
viability after 24h of incubation at 37°C was 
measured with MTT assay. (Tem: control 
diet; HCA: diet with PhIP and MeIQx; 
Heme: diet with hemoglobin 1%; Heme + 
HCA: diet with hemoglobin 1%, PhIP and 
MeIQx; O drinking water control; N: 
drinking water with nitrites and nitrates at 
0,34g/l). ***: significantly different from 
TEM and HCA, p<0.001; **: significantly 
different from Apc
Min/+
 cells, p<0.01.  
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Aldehydes in fecal water from heme-fed rats 
are responsible of cell death in non-mutated 
epithelial cells 
 
In order to assess the role of aldehydes 
in the differential of cytotoxicity observed in 
vitro, we have designed a new protocol, 
allowing for the first time to trap aldehydes 
presents in fecal water with polymers resin 
with hydrazine function (4-Fmoc-
hydrazinobenzoyl AM NovaGel™), and study 
the cytotoxicity of the fecal water obtained.  
Using this protocol, we have shown 
that a diminution of 48% of cytotoxicity in 
Apc
Min/+
 cells was associated with a diminution 
of 27% of fecal water peroxidation (fig. 3A). 
Surprinsingly, we did not observed any 
decrease of cytotoxicity in Apc
+/+
 cells. We 
reveal thus here that aldehydes are responsible 
at least in part of the cytotoxicity of fecal water 
of heme-fed rats. Moreover, the origine of the 
differential cytotoxicity between normal and 
preneoplastic cells seems to be limited to 
peroxidation, with a higher sensibility of 
Apc
+/+
 cells. Effectively, only 4-HNE, but not 
hemin induced a differential of cytotoxicity on 
Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 cells (fig. 3B). Therefore, 
we proposed that lipoperoxidation is a major 
element of fecal water explaining the 
differential of cytotoxicity and thus the 
promoting effect of heme observed in vivo.  
As our results give an important role 
for the cause of this differential cytotoxicity to 
aldehydes, we have thus decided to go further 
in the understanding of this mecanism, using 
three main lipid peroxidation end-products : 4-
HNE originating from the oxydation of n-6 
poly-unsaturated fatty acids, which has 
previously been associated with the differential 
of cytotoxicity observed in vitro; 4-hydroxy-2-
hexenal (HHE) originating from the oxydation 
of n-3 poly-unsaturated fatty acids; and 
malondialdehyde (MDA), from oxidation of 
poly-unsaturated fatty acids with three or more 
double bonds, and one of the most abundant 
carbonyl products of fat oxidation (32, 33).  
We determined cytotoxicity of 
aldehydes with the MTT assay. There was a 
significant difference between Apc
+/+
 and 
Apc
Min/+
 with HNE from 10 to 80 µM, and 
HHE from 40 to 80 µM (fig. 3C, p<0,05), with 
a higher cytotoxicity on Apc
+/+
. However, 
there was no cytotoxicity observed whatever 
the cell lines used for MDA treatment (fig. 3C). 
We confirmed this result with the Cell titer Glo 
assay and DNA quantification with ICW (fig. 2 
SI). This cytotoxicity can be explained, at least 
in part, by apoptosis. Indeed, we determined 
the activity of caspase 3/7, and we found a 
significant difference between Apc
+/+
 and 
Apc
Min/+
 for HNE and HHE at 80 and 40 µM 
(Fig. 3D, p<0.05), with a higher activity on 
Apc +/+. Furthermore, there was no caspase 
3/7 activity on the two cell lines after MDA 
treatment (Fig. 3D). 
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Fig. 3 : Aldehydes, but not heme iron are implicated in Apc
Min/+
 cells resistance to rats fecal 
water induced cytotoxicity. Apc+/+ and ApcMin/+ cells were seeded in 96-well culture plates at a seeding 
density of 5*10
3
 cells per well in Dulbecco-modified essential medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) 
fetal calf sera, 1% (v/v) penicillin/streptomycin, and 10 U/mL interferon γ at permissive temperature of 33°C. 
After 72h at 33°C, cells were transferred at 37°C without interferon γ for 24h. (A) Determination of the major 
role of aldehydes in heme fed rats fecal water cytotoxicity of Apc
+/+
 (gray bars) and Apc
Min/+
 (black bars) 
cells by aldehydes’s trapping, measured by lipid peroxidation in fecal water. Culture medium was replaced 
by supernatant of fecal water from heme fed rats previously treated (or not) twice with unprotected polymers 
resin (4-Fmoc-hydrazinobenzoyl AM NovaGel™, Nobabiochem ® Merck Chemicals, Nottingham, UK), and 
diluted 1/30 in culture medium without fetal calf sera and without interferon γ. These polymers resin contains 
hydrazine function allowing the trapping of aldehydes presents in fecal water. After 24h of contact, cells were 
washed with phosphate-buffered saline (PBS), and cytotoxicity of fecal water was quantified by the 3-(4,5-
dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide test (MTT) at 0.9mg/ml in PBS. The reaction product 
was solubilized in 100µl lysis buffer (SDS 10%, NaOH 0.1M) before color of reaction product was quantified 
using a plate reader at 570 nm and 690 nm. Results are expressed in % of dead cells relative to untreated wells. 
These assays were performed in triplicate. *: significantly different from control condition (B) Implication of 
hemin and HNE in the differential of cytotoxicity of Apc
+/+
 (gray bars) and Apc
Min/+
 (black bars) cells 
observed with heme fed rats fecal water Culture medium was replaced by HNE 20µM or Hemin 100µM 
diluted in the culture medium without interferon γ and without fetal calf sera. After 24h of contact, cytotoxicity 
was quantified in by MTT assay. This measure was performed in triplicate. *: significantly different from Apc
+/+
 
(C) Cytotoxic dose-effect of HNE, MDA, and HHE on Apc
+/+
 (hatched line) and Apc
Min/+
 (solid line) cells 
Culture medium was replaced by different concentrations of aldehydes at 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 µM diluted in 
the culture medium without interferon γ and without fetal calf sera. After 24h of contact, cytotoxicity was 
quantified by MTT assay. This measure was performed in triplicate. (D) Pro-apoptotic dose-effect of HNE, 
MDA, and HHE on Apc
+/+
 (hatched line) and Apc
Min/+
 (solid line) cells Culture medium was replaced by 
different concentrations of aldehydes at 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 µM diluted in the culture medium without 
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interferon γ and without fetal calf sera. After 6h of contact, apoptosis was quantified by a luminescent assay 
(Caspase-Glo 3/7, Promega). This measure was performed in triplicate *: significantly different from Apc
+/+
. 
 
Aldehydes as HNE are highly reactive 
compounds which can react particularly with 
thiol and amino groups (34). As a result, 
aldehydes exhibit a high reactivity with 
proteins and nucleic acids. In consequence, we 
also measured genotoxicity on Apc
+/+
 and 
Apc
Min/+
 using the phosphorylation of histone 
H2AX assay. H2AX phosphorylation is a rapid 
and sensitive cellular response to genotoxicity 
(35). HNE at 10 and 20 µM and HHE at 20µM 
were significantly more genotoxic on Apc
+/+
 
cells than on Apc
Min/+
 ones (Table 1, p<0.05). 
No genotoxicity was observed with MDA 
treatment. In addition, measure of viability by 
H2AX assay was comparable with cytotoxicity 
measured by MTT and Cell titer Glo assay, 
confirming the results obtained by Graillot et 
al (36). 
 
 Apc
+/+ 
 
ApcMin/+ 
 γH2AX induction % viability γH2AX induction % viability 
DMSO 
 
HNE 20 
HNE 10 
HNE 5 
 
HHE 20 
HHE10 
HHE 5 
 
MDA 20 
MDA 10 
MDA 5 
 
1 106 ± 6 1 99 ± 2 
 
3.95 ± 0.46**
a 
1.52 ± 0.12*
a 
1.22 ± 0.08
a
 
 
69 ± 4 
80 ± 5 
95 ± 6 
 
1.27 ± 0.03** 
1.10 ± 0.01 
1.09 ± 0.03 
 
89 ± 6 
102 ± 6 
110 ± 8 
 
1.43 ± 0.02**
a 
1.14 ± 0.05 
1.07 ± 0.05 
 
80 ± 3 
95 ± 2 
93 ± 3 
 
1.10 ± 0.03 
1.10 ± 0.01 
1.15 ± 0.2 
 
106 ± 5 
107 ± 5 
99 ± 2 
 
1.11 ± 0.04 
1.04 ± 0.06 
1.00 ± 0.03
 
 
98 ± 3 
102 ± 5 
99 ± 6 
 
1.07 ± 0.04 
1.07 ± 0.04 
0.99 ± 0.01 
 
103 ± 4 
103 ± 2 
95 ± 1 
    
 
Table 1: Genotoxicity of aldehydes on Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 cells. Cells were dispensed in the same way 
as in the cell viability assay (5x10
3
 cells/well) and were treated with aldehyde (5, 10 and 20 µM) and vehicle in 
duplicate within a 96-well cell culture plate. After 24 hours treatment, genotoxicity was measured on Apc
+/+
 and 
Apc
Min/+
 by in cell western (ICW) according to Audebert et al. (Audebert et al, 2011). This assay was done in 
triplicate. Values are means ± SEM, n=4 *: Different from control samples using Dunnett’s test (*<0.05; 
**<0.01); 
a
: significant difference between Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 using Student’s test (p<0.05)  
 
We have therefore demonstrated that 
heme iron was determinant in the promotion of 
MDF formation in rats, and that heme in fecal 
water was associated with an increase in lipid 
peroxidation endproducts in fecal water. 
Theses aldehydes, and in particular 4-HNE, 
induce death of non-mutated cells Apc
+/+
, at 
least in part via apoptosis, selecting at the same 
concentration premalignant cells Apc
Min/+
. This 
could provide an explanation to the effect of 
heme observed in vivo on MDF formation. 
Moreover, 4-HNE is genotoxic on non-mutated 
cells Apc
+/+
, suggesting also an initiator effect. 
We have then decided to confirm the 
promotion of colorectal cancer by hemoglobin 
at the tumor stage, with the other main animal 
model used in colorectal carcinogenesis, 
Apc
Min/+ mice.  
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Confirmation of the promotion by heme 
iron at the tumor stage: hemoglobin 
increases intestinal tumorigenesis in Apc
Min/+ 
mice  
In order to study the effect of a diet 
rich in hemoglobin on colorectal 
carcinogenesis at the tumor stage, we have 
chosen the Apc
Min/+ mouse model. This model, 
which is correlated with the azoxymethane-
induced rat model, is considered as a 
genetically relevant animal model mimicking 
human intestinal carcinogenesis (37). Indeed, 
theses mice have a truncated Apc gene in 
position 850, which is similar to that in 
patients with familial adenomatous polyposis, 
and in many sporadic cancers (37). In 
consequence, they develop spontaneously 
adenomatous polyps at the age of 10 or 12 
weeks, predominantly in the small intestine 
(38). Our conditionally immortalized intestinal 
cellular model is derived from theses Min mice 
(premalignant cells: Apc
Min/+
), and from 
C57BL/6J mice (“Normal” cells: Apc+/+). 
 We have demonstrated for the first 
time that a diet containing 2.5% hemoglobin 
given to Apc
Min/+
 mice significantly increased 
intestinal tumor load (diet control: 
66,92±39,51 mm
2
; diet hemoglobin: 
113,66±46,97 mm
2
, p=0,0043) (fig. 4A). 
Hemoglobin diet also significantly increased 
the number of all tumors in the jejunum (fig. 
S3B, SI). In all parts of the small intestine  
taken together, hemoglobin significantly 
increased the number of tumors with a 
diameter superior to 1mm (1mm<tumor≤2mm, 
p=0.0396; 2mm<tumor, p=0.0057) (fig. S3A, 
SI).  
 As observed in rats at the 
preneoplastic stage, in rats, the effect of heme 
on tumor was associated with a significant 
increase of heme in fecal water (Haemoglobin 
diet: 198±29 M; Control diet: 20±22 M) and 
with a significant increase of fecal and urinary 
lipoperoxidation biomarkers.  
 Min mice are mutated for Apc, so we 
chose to use the cell model Apc
Min/+ 
to maintain 
consistency between in vivo and in vitro 
conclusions.  
 The main localization of tumors in 
Apc
Min/+
 mice in vivo model is small intestine. 
In order to avoid any deterioration of small 
intestine epithelium in Min mice which would 
prevent us to count tumor, we have designed 
another study to precise this point. Therefore, 
we have checked, in a fourteen-day in vivo 
experimentation on C57Bl/6J mice fed with 
hemoglobine 2.5% or control diet that our 
biomarkers were modulated in the same way in 
the intestinal content of the small intestine than 
in the large intestine one. We have observed a 
significant increase of lipoperoxidation, 
associated with originating from both intestinal 
(small and large) content of hemoglobin fed 
mice (fig. 4C to 4F). 
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Fig. 4: Effect of hemoglobin on intestinal tumorigenesis in Min mice, and modulation of 
fecal and luminal biomarkers linked to it. After two days of acclimatization with standard AIN76 diet 
(American Ion, 1977), mice (A and B : Min mice, C to F : C57Bl6 mices) were shared among two groups, and 
fed experimental diets for 49 days (A and B) or 14 days (C to F) (SI, table 2) (CON: control diet; HMG: diet 
with hemoglobin 2.5%). To evaluate lipid peroxidation biomarkers, feces were collected on days 90-100 (A and 
B) or in days 13-14 (C to F). Animals were killed by CO2 asphyxiation. (A) Intestinal tumor load (mm
2
 per 
intestine). (B) Lipid peroxidation in fecal water from feces (measure of Eq MDA by TBARs). (C) Cytotoxic 
effect of fecal water from feces on on Apc
Min/+
cell line (fecal water diluted 1/15 in culture medium, MTT 
assay) (D) Lipid peroxidation in fecal water from feces (measure of Eq MDA by TBARs). (D) Cytotoxic 
effect of fecal water from small intestine on Apc
Min/+
cell line (fecal water diluted 1/50 in culture medium, 
MTT assay) (E) Peroxidation in fecal water from small intestine (measure of Eq MDA by TBARs). Gray bar: 
control diet; black bar: hemoglobin diet; *: significantly different from control diet.  
 
This experimentation allowed us to 
confirm, at the tumor stage, the promotion by 
heme of colorectal cancer. Moreover, we 
showed that that our non-invasive peroxidation 
biomarkers and our fecal water cytotoxicity 
assay are correlated with the apparition of 
tumors in Apc Min mice.  
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Discussion 
This study is the first to examine in 
vivo the weight of the three mains hypotheses 
put forward to explain the promotion of 
colorectal cancer linked to red and processed 
meat consumption. Cross et al. had shown that 
the three factors (heme, heterocyclic amines, 
and total N-Nitroso Compounds) were 
associated with colorectal cancer in a 
prospective cohort study (22). Here, 
surprisingly, only heme iron was associated 
with a significant increase of precancerous 
lesions (MDF) in rats, without any, neither 
additive, or synergic effect with nitrates/nitrites 
or heterocyclic amines. Even though the 
comparison between the three major 
hypotheses had never been tested, we had 
previously reported that hemoglobin, alone, 
and in dietary meat, promotes precancerous 
lesions in the colon of F344 rats given a low-
calcium diet (6, 7, 17). Heme iron is also 
significantly associated with esophagus and 
stomach cancer (39). 
 
HCAs had been shown to be complete 
carcinogens, and to induce colon, mammary 
and prostate tumors in rodents and in monkeys 
(40). The absence of effect of HCA in our 
study could be explained by the dose we 
choose, which is similar to quantified HCA 
brought by a high red meat diet. Indeed, 
carcinogenic doses of heterocyclic amines in 
rodents are 1000 to 100,000 times higher than 
levels found in human foods (41, 42). Hemin 
potentiating of NO-mediated nitrosation of 
heterocyclic amines had been proposed as a 
mechanism by which red meat consumption 
can generate N-nitroso compounds and initiate 
colon cancer under inflammatory conditions, 
such as colitis (43). Our study shows that, at a 
nutritional dose, it seems not to be the case. 
However, HCA metabolism is different in rats 
and humans, and specific human genotype 
could be at high risk for colorectal cancer (44). 
Moreover, in a case-control study, Wang and 
colleague have shown a positive association 
between some genetic variations in the HCA 
bioactivation pathway with risk of colorectal 
neoplasia in humans (45). Besides, the 
intestinal microflora adapts to meat intake, and 
heterocyclic amines might be more genotoxic 
in individuals that consume high amounts of 
meats (46).  
Rats do not have, unlike Human, 
enterosalivary cycle of nitrites. We proposed 
that the addition of sodium nitrite to drinking 
water, mimicking nitrate in human saliva, 
would increase N-nitrosation and/or N-
nitrosylation in the colon of rats and thus 
would participate in heme iron and red meat 
promotion of colon carcinogenesis in rats. In 
accordance with this hypothesis red meat 
consumption was associated to an increase of 
luminal ATNC in Humans (20). Nevertheless, 
the work of our team and of others show some 
discrepancies: Parnaud et al did not observe 
any increase of fecal ATNC in beef-fed rats, 
while it was shown by Bingham and Mirvish 
team, and more recently by our team that 
ATNC were involved in colorectal cancer 
promotion by processed meat (9, 47-49)(87, 
98, 142, 207). The explanation of these 
discrepancies could be that the study of 
Parnaud et al was conducted with a high 
calcium diet whereas the study of Santarelli et 
al was conducted in a low calcium diet. 
Indeed, calcium is able to precipitate agents 
with a tetrapyrolic nucleus such as heme (7, 
17, 50). When we compare both studies, we 
can see that the level of faecal ATNCs in 
Parnaud et al study (20 nmol/g in bacon fed 
rats vs 0.25 nmol/g in controls) is very low in 
comparison to the study of Santarelli et al. 
cured meat-fed rat (1800 nmol/g in cured fed 
rats) which seems to confirm this hypothesis. 
One hypothesis could be therefore that a 
threshold of fecal ATNC is required to induce 
a promotion of colorectal cancer, we can so 
ask if this threshold is reaches with 
hemoglobin and salivary nitrite alone. The 
absence of effect of ATNC in our study (112 
μM nmol/g feces in hemoglobin diet fed rats 
versus 0 nmol/g feces in control diet fed rats) 
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seems to confirm this hypothesis. But here, for 
the first time, we have got supplementary 
information: the composition of ATNC. We 
observe here that 30 to 80% of ATNC in 
hemoglobin diets is formed of FeNO. This is 
consistent with Kuhnle and Hogg data (26, 51). 
Indeed, according to them, the major part of 
faecal ATNC following heme intake is nitrosyl 
heme FeNO. Like FeNO is absent from almost 
all the others diets (there 5% FeNO in diet with 
HCA without nitrites), we could thus suspect 
that FeNO would play a role in the formation 
of MDF. Nevertheless, there is not any dose 
effect, which seem to infirm this hypothesis.  
 
We have then demonstrated for the 
first time, that hemoglobin increase 
significantly tumor load on Apc
Min/+
 mice. This 
is in accordance with Sawa et al. results: they 
have shown that dietary hemoglobin increases 
the incidence of nitrosomethylurea-induced 
colon cancer in rats fed polyunsaturated fat 
(19). One of the main limit of Apc Min mice 
model, is that the major location of intestinal 
tumor in Apc mutant mice is the small intestine 
whereas most human and rats cancers tend to 
arise in the colon. Nevertheless, even if it is 
important to differentiate tumorigenesis in the 
small intestine and in the large intestine (52), 
Corpet and Pierre have shown that the effect of 
preventing agents in the Min mice model and 
in the AOM rat model were correlated (r 
=0.66; P < 0.001) (53). Moreover, AOM-
induced rat model, like Min mice model share 
many histological and genetic features with 
humans (37). Indeed, sporadic colorectal 
cancers share with FAP tumors the same early 
Apc mutation in 50–80% of cases (37). This 
mutation is also present in MDF, the 
preneoplasic lesions that develop in carcinogen 
induced rats, and which seems to be more 
closely correlated with tumors than ACF (24).  
In order to go further in the 
understanding of mechanisms involved and to 
conclude about the role of Apc, we needed to 
have a suitable cellular model. For this purpose, 
we have chosen two cell lines derived from 
C57BL/6J mice (Apc
+/+
) and Min mice 
(Apc
Min/+
), which retains the heterozygous Apc 
genotype, and therefore, are a particularly 
relevant complement to our in vivo models. 
Apc mutation is associated to genomic 
instability and to a disordered actin 
cytoskeleton network. Narayan et al summarise 
that Apc is a key protein in maintaining 
euploidy by forming a complexes with Bub1 
and Bub3, the two mitotic checkpoint proteins. 
Once Apc is mutated, Apc loses its ability to 
bind with Bub1, resulting in aneuploidy (54). 
Furthermore, Caldwell et al provided evidence 
that the dominant activity of Apc mutants 
induces aneuploidy in Min Mice (31). Apc is 
necessary to actin cytoskeletal maintenance 
through its interaction with β-catenin which 
establishes a link between Apc and actin. 
Recently, Minde et al summarized how 
missense mutations in the large unstructured 
region of Apc coordinates β-catenin 
degradation, and Burgess et al discussed the 
association between Apc truncation that occurs 
in more than 80% of colorectal cancer, and 
Wnt signalling, in link with tumorigenesis (29, 
30). Consistent with this literature, we have 
observed, in our cellular models, a dominant 
activity of the Apc mutation on the control of 
actin network and the control of integrity of 
genome. Another advantage of our cell model 
is the ability to study the effect of toxic agents 
like aldehydes under conditions that mimic a 
primary culture. For that, we have established 
that the changes in culture conditions were 
well reflected on the proliferative capacity. At 
33°C with interferon γ, the temperature-
sensitive SV40 large T antigen is active and 
drives the cellular proliferation with a 
percentage of cells in S phase of 19.0 and 
29.7% for Apc
+/+
 and Apc
Min/+
. At 37°C, the 
temperature-sensitive mutation yields an 
inactive protein, with a percentage of cells in S 
phase which decreased to 6.5 and 9.4%. Cells 
behave thus as weakly-proliferating colonic 
epithelial cells comparable to primo-culture 
epithelial cells. We therefore provide a 
relevant cellular model to conclude about the 
effect of aldehydes on normal cells and 
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preneoplastic and to conclude about the impact 
of Apc mutation. 
The promotion of colon carcinogenesis 
by heme iron was associated with a non-
invasive biomarker of fecal lipoperoxidation. 
In both experimentations, hemoglobin diet was 
the cause of a significant increase of heme in 
fecal water, probably associated with an 
increase of reactive secondary lipid oxidation 
products such as 4-HNE, HHE or MDA. With 
a new protocol, we have trapped aldehydes 
from fecal water, and so demonstrated that 
these aldehydes were able to have a differential 
cytotoxicity between non-mutated Apc
+/+
, and 
premalignant Apc
Min/+
cells.  
We have tested three pertinent 
aldehydes, 4-HNE, HHE, and MDA directly 
on Apc
+/+ 
and Apc
Min/+
, and shown that, in this 
cellular model, HNE and HHE induced more 
cytotoxicity, apoptosis and genotoxicity (in a 
weaker extend for HHE) on non-mutated cells 
than on premalignant cells. MDA have not 
shown any effect on our cellular model.  
HNE can be formed endogenously and 
is present in food, particularly in food with 
both heme iron and n-6 PUFAs (55). We have 
demonstrated, in vitro, that 4-HNE was 
cytotoxic on Apc
+/+ 
cells, and that this cell 
death involved the activation of caspases 3/7. 
Futhermore, HNE was genotoxic to both cell 
lines, and, at low concentration, was more 
genotoxic to normal cells than to premalignant 
ones. These results suggest that HNE, at high 
concentration, kills wild type cells and creates 
news mutations on Apc
Min/+
cells, and, at low 
concentration, HNE creates mutations on 
Apc
+/+
 cells. This confirms the promoting 
effect of HNE we proposed in a previous study 
(28), and suggest that HNE may have an 
initiator effect as well. Therefore, epithelial 
colonic cells mutated on Apc gene seems to be 
resistant to apoptosis and to be able to survive 
to the contact of cytotoxic and genotoxic 
aldehydes, enabling them to undergo further 
mutations and to follow a tumoral pathway. To 
explain this difference, the biotransformation 
capacities toward HNE of the two cell types 
have been studied using radiolabeled and 
stable isotope-labeled HNE (56). In this study, 
Apc mutated cells showed better 
biotransformation capacities than non mutated 
cells didtoward potentially harmful dietary 
secondary lipid oxidation products. It is a 
subsequent survival advantage for mutated 
cells in a “peroxidative” environment, such as 
colon lumen, when diet is rich in heme iron.  
HHE is formed by the oxidation of n-3 
PUFAs. As HNE, HHE is more cytotoxic and 
induced a greater activation of caspase 3/7 on 
Apc
+/+ 
than on Apc
Min/+ 
HHE also did show 
genotoxic activity on Apc
+/+ 
cells at 20 µM. 
Other studies have shown that HHE is a 
cytotoxic and genotoxic compound at 
concentrations that were shown to be 
biologically effective in vitro (32). Primary rat 
colon mucosa cells are particularly sensitive to 
HHE compared to other cell lines. Taken 
together, our results suggest that HHE formed 
by the oxidation of n-3 PUFAs exerts greater 
toxicity on normal colon cell than on 
premalignant cell. As for HNE, we had a 
selection of the Apc-mutated cells as observed 
with the cytotoxicity assay. But HHE seems to 
be less toxic than HNE since HHE did induce 
genotoxicity only on Apc
+/+ 
cells at high 
concentrations. Other authors found that HNE 
exerts higher toxicity than HHE does (57). 
Several studies have been done to improve 
pork meat quality, and particularly its n-3 
PUFAs content, by including extruded linseed 
in animal feed (58). This study showed that the 
incorporation of linseed in the diet increases n-
3 PUFAs levels in the Longissimus dorsi 
muscle of pork. Meat rich in n-3 PUFAs could 
increase toxicity on colonic tissue by the 
oxidation of fat and formation of HHE in 
digestive tract, as suggested by our results on 
cytotoxicity and genotoxicity.  
Surprisingly, MDA did not exert any 
toxicity on both Apc
+/+
 and Apc
Min/+
. Our 
results are contradictory with previous results 
since MDA is a well-known mutagenic and 
carcinogenic compound. Marnett reported that 
MDA reacts with guanosine to form 
pyrimidopurinone, abbreviated M1G (59). M1G 
has been found in rodents and in humans. This 
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adduct is also present in human colorectal 
mucosa (60). Esterbauer reported that MDA 
has weak toxicity since 1000 µmol MDA/L 
and did not lyse skin fibroblasts (61). Fisher et 
al. do not find any toxicity of MDA on 
SENCAR mouse skin model (62). Taken all 
together, results on toxicity of MDA remain 
controversial.  
 
These results obtained with trapping of 
aldehydes, and in vitro with HHE and HNE 
confirm our hypothesis that aldehydes are 
responsible of the differential of cytotoxicity 
observed with fecal water from heme-fed rats. 
Heme catalyze the formation of aldehydes in 
the gastro-intestinal tract, which could “select” 
premalignant cells, by killing non-mutated 
cells and increased mutations frequency (28). 
Even if, surprisingly, we did not observed any 
decrease of cytotoxicity in Apc
+/+ 
cells. That 
could be explained by the important sensitivity 
of Apc
+/+ 
cells to aldehydes. Indeed, 27% of 
fecal water peroxidation decrease seems not to 
be enough to observe a decrease of 
cytotoxicity on Apc
+/+ 
cells. Obviously, the 
hypothesis that aldehydes may be not 
responsible for Apc
+/+ 
cells cytotoxicity can not 
be excluded. Nevertheless, we have some 
previous elements supporting the first 
hypothesis. Indeed, in presence of antioxydant 
in culture medium, we have shown a 
diminution of beef fed rats fecal water 
cytotoxicity (28).  
There are two others hypotheses which could 
explain the promotion of colorectal cancer by 
heme iron: (i) a direct effect of heme iron on 
the gut epithelium, (ii) a synergic effect 
between heme and aldehydes. Indeed, 
Hemoglobin induces DNA damage on human 
adenocarcinoma cell line (SW480), human 
primary colonocytes, and human colon tumor 
cells (HT29) at concentrations higher than 250 
µM. (21, 63).  
  
In conclusion, this study allowed us to 
identify for the first time, until the tumor stage, 
the main factor responsible from the promotion 
by red and processed meat on colorectal 
cancer, heme iron, and to understand a first 
part of his mechanism of action via aldehydes 
such as 4-HNE or HHE. This may conduct to 
dietary recommendations, and to the 
identification of nutritional preventives 
strategies, in order to protect meat eaters.  
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Material and Methods 
Animals. Ninety-five male 4-week-old F344 
rats (Charles Rivers) then thirty-five male and 
female C57BL/6J Apc
Min/+
 mice (PFIE) and ten 
male and female C57BL/6J mice were housed 
(two rats per cage, and three to four mice per 
cage) under standard laboratory conditions: 
room temperature, 22°C, 12:12-hour light-dark 
cycle with free access to food and water 
throughout the study. After two days of 
acclimatization with standard AIN76 diet 
(American Ion, 1977), rats were fed 
experimental diets for one hundred days (SI, 
table 1), Min mice were fed experimental diets 
for 49 days and C57BL/6J mice were fed 
experimental diets for 14 days (SI, table 2). 
Animals were killed by CO2 asphyxiation or 
cervical dislocation for mice. Animal care was 
in accordance with the guidelines of the 
European Council on animals used in 
experimental studies. 
Azoxymethane-induced colon carcinogenesis. 
After one week of experimental diet, rats 
received intraperitoneal injection of 
azoxymethane (Sigma-Aldrich, St Quentin, 
France; 20mg/kg body weight).  
Fecal and urinary assays. Feces were 
collected during the last 10 days and frozen at 
−20°C. Urines were collected on days 67-70 
for rats and on days 44-45 for mice and frozen 
at -20°C.  
Fecal water preparation 
Fecal pellets were collected for each cage of 
two rats or three or four mice for 24h. To 
prepare fecal water 1ml (for rats) or 0,85 ml 
(for mice) of distilled water were added to 0.3g 
of dried feces. Samples were then incubated at 
37°C for 1 hour, stirred thoroughly every 20 
minutes, and then centrifuged at 20,000 × g for 
15 minutes. The supernatant (fecal water) was 
collected and kept at −20°C until use.  
Heme and TBARs in fecal waters 
Fecal water was analyzed because the soluble 
fraction of colon content would interact more 
strongly with the mucosa than the insoluble 
fraction (64). Heme concentration of fecal 
water was measured by fluorescence according 
to Van den Berg et al. (65) as described by 
Pierre et al. (17). Briefly, 50 ml of faecal water 
was diluted in 250 ml of a 5:1 mix of 2-
propanol and HCl (1 M). Samples were 
homogenized and centrifuged. To determine 
lipid peroxidative processes in the lumen, 
Thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) were quantified in fecal water 
according to Ohkawa and al., 1979 (66), as 
previously described (7), and results are given 
as MDA equivalent.  
Urinary 1,4-dihydroxynonane mercapturic 
acid assay (DHN-MA) 
Urinary DHN-MA indicates the in vivo and in 
diet formation of 4-hydroxynonenal. DHN-MA 
assay was done by competitive enzyme 
immunoassay as previously described (67). 
Each urine sample was assayed in duplicate.  
Apparent total N-nitroso compound analysis 
ATNC, as Apparent total N-nitroso compound, 
were analyzed using a modification of the 
method previously used (26), using an 
Ecomedics CLD 88 Exhalyzer (Ecomedics, 
Duernten, Switzerland). 500 µl of a 5% 
(wt/vol) sulfamic acid solution was added to 
100 µl of fecal water to remove nitrite and 
samples were injected into a purge vessel kept 
at 60°C and filled with a standard tri-iodide 
reagent (68) (38 mg I2 was added to a solution 
of 108 mg KI in 1 ml water; to this mixture, 
13.5 ml glacial acetic acid was added) to 
determine total ATNC. To determine 
mercury(II) stable compounds, 100 µl 10 mM 
aqueous HgCl2 was added prior to analysis; to 
determine mercury(II) and ferricyanide stable 
compounds, 100 µl each of 10 mM aqueous 
HgCl2 and 10 mM aqueous K3Fe(CN)6 
solution were added prior to analysis. RSNO 
were determined as the difference between 
total ATNC and mercury(II) stable ATNC; 
FeNO was determined as difference between 
mercury(II) stable ATNC and mercury(II) and 
K3Fe(CN)6 stable compounds. Other ATNC 
were determined as mercury(II) and 
K3Fe(CN)6 stable compounds. The values are 
the concentration (in µM), measured in 100 µL 
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of your sample. ATNC are total nitroso 
compounds, RS-NO nitroso thiols and Fe-NO 
nitrosyl haem. The difference between ATNC 
and RS-NO + Fe-NO is other types of nitroso 
compounds such as N-Nitroso or O-Nitroso 
compounds. 
 
Histological measurements. Large and small 
intestines were removed and fixed in 0.05% 
buffered formalin (Sigma Chemical)  
ACF and MDF scoring 
After fixation, each rats colon was stained for 
six minutes in a 0.05% filtered solution of 
methylene blue, and ACF were scored under 
light microscope at ×40 magnification in 
duplicate by two readers, blinded for the origin 
of the colon, following Bird’s procedure (69). 
ACF scoring criteria were as follows: larger 
than normal crypts, microscopically elevated, 
and a thick epithelial lining that stains darker 
than normal crypts with a large pericryptal 
zone. 
Rats’ colons were then stained with the high-
iron diamine Alcian blue procedure (70). Two 
investigators, blinded for the rat treatment, 
evaluated the number of MDF per colon and 
the number of crypts per MDF. MDF scoring 
criteria were as follows: focus with at least 
three crypts with no or very little apparent 
mucin, crypts with distorted lumen, and 
elevated lesion above the mucosa level (70).  
Tumor scoring 
After fixation, mice’s colons were stained for 
six minutes in a 0.05% filtered solution of 
methylene blue, and one reader blinded for the 
origin of the colon scored tumors and 
determined their diameter under light 
microscope at ×4 magnification.  
Mice’s small intestines were stained for forty-
eight hours in a 300 ppm filtered solution of 
methylene blue in formaline, and one reader 
blinded for the origin of the sample scored 
tumors and determined their diameter under 
binocular (loupe binoculaire?) at ×25 
magnification.  
 
Cell lines. Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 colon epithelial 
cells were established as previously described 
(71, 72). Both cell lines express the heat-labile 
SV40 large T antigen (AgT tsa58) under the 
control of an interferon γ-inducible promoter. 
At 33°C with interferon γ present in the 
medium, the temperature-sensitive SV40 large 
T antigen is active and drives the cellular 
proliferation. At 37°C, the temperature-
sensitive mutation yields an inactive protein, 
and cells behave as non-proliferating colonic 
epithelial cells.  
The presence or absence of Min mutation in 
these both cell lines was confirmed by 
checking the consequence of Apc mutation on 
actin networks by immunofluorescence 
microscopy. Cells were seeded on glass 
coverslips were fixed in 2% formaldehyde in 
culture medium for 20 min. After three 5-min 
washes in PBS containing 1 mM CaCl2 and 1 
mM MgCl2 (PBS+), cells were permeabilized 
with 0.05%/0.05% Triton X-100/Tween 20 in 
PBS+ for 3 min at room temperature. After 
three washes in PBS+, nonspecific binding 
sites were blocked by incubating the cells with 
3% BSA in PBS+ for 30 min. The cell 
monolayer was incubated with Rhodamine-
labeled phalloidin (Sigma) to label actin and 
DAPI to label nucleus. Imaging was performed 
by using an Olympus BX60 fluorescence 
microscope. 
To address the possibility that Apc mutation 
induced genomic instability we examined the 
consequence of the mutation on the quantity of 
ADN and the number of multinucleate cells. 
Trypsinate cells were washed twice 
(centrifugations 5 min at 500 g) and 
resuspended in PBS. Absolute ethanol was 
added dropwise while vortexing, for 70% 
ethanol final. Fixation was done during 
incubation at least overnight at -20°C. Cells 
were then washed twice with PBS 
(rehydration) and resuspend cells in PBS 50 
ug/ml propidium iodide 100 ug/ml RNAse 
(1 :100 and 1 :1000 of stock solutions). After 
an incubation at 0°C in the dark at least 30 min, 
cells were analyzed using a Coulter XL flow 
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cytometer and with the Expo32 software 
(Beckman Coulter, France). 
Proportion of multinucleate cells was 
examined after DAPI staining. Imaging was 
performed by using an Olympus BX60 
fluorescence microscope. 
 
Chemicals. 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) 
dimethylacetal and 4-hydroxy-2-hexenal 
(HHE) dimethylacetal were synthesized as 
described by Chandra and Srivastava (Chandra 
et al, 1999). Just before use, the dimethylacetal 
derivative was hydrolyzed with 1 mM HCl for 
1 h at room temperature. The aqueous solution 
was vortex-extracted five times with 
dichloromethane. The organic phase 
containing HNE was filtered on a phase-
separation filter (Whatman SP1, Maidstone, 
UK) and evaporated under vacuum without 
heating. The liquid residue was resolubilized in 
distilled water and the HNE concentration was 
spectrophotometrically determined at 223 nm. 
Malondialdehyde (MDA) was made as 
described by Fenaille et al. (73). Briefly, 
tetramethoxypropane (TMP, Sigma-Aldrich, 
Saint Quentin Fallavier, France) was diluted in 
HCl 0.1 N. The solution was incubated at 40°C 
for 40min to induce the hydrolysis of TMP to 
MDA. Concentration of MDA was 
spectrophotometrically determined at 244 nm.  
 
Aldehyde’s trapping. Polymers resin (4-
Fmoc-hydrazinobenzoyl AM NovaGel™, 
Nobabiochem ® Merck Chemicals, 
Nottingham, UK) contains hydrazine function 
protected by Fmoc groups. In order to 
unprotect them just before use, they were 
washed by 0,8 ml DMSO + 0,2 ml piperidine, 
vortexed one minute and let settle fifteen 
minutes, then washed twice with DMSO, four 
time with ethanol, and four time with distilled 
water, with 10 seconds of vortex and five 
minute of rest between each rinse cycle. 
Quantities of polymer resin by sample were 
calculated on the base of one hundred time the 
quantities of MDA equivalent present in the 
fecal water sample. Fecal water were unfrozen 
and centrifuged 30 minutes at 15000 g, then 
polymer resins were added to the supernatant, 
and the samples were let under agitations two 
hours, at 4°C. After letting 15 minutes to settle, 
supernatant was transferred in a new tube with 
polymer resins let under agitations two hours, 
at 4°C. After settling, the supernatant was 
diluted in culture medium without fetal calf 
sera and used for cytotoxicity assay.  
 
Cytotoxicity assay. Two cytotoxicity assays 
were done: MTT assay and luciferase-coupled 
ATP quantification assay (material and 
methods, SI). Cells were seeded into 96-well 
culture plates at a seeding density of 5*10
3
 
cells per well in Dulbecco-modified essential 
medium (DMEM) supplemented with 10% 
(v/v) fetal calf sera, 1% (v/v) 
penicillin/streptomycin, and 10 U/mL 
interferon γ at permissive temperature of 33°C. 
After 72h, cells were transferred at 37°C 
without interferon γ for 24h. Culture medium 
was then replaced by different concentrations 
of aldehydes at 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80 µM or 
fecal water diluted in the culture medium 
without interferon γ and without fetal calf sera. 
Untreated control wells were wells with culture 
medium without fetal calf sera and without 
interferon γ. After 24h of contact, cells were 
washed with phosphate-buffered saline (PBS). 
Cytotoxicity of aldehydes was quantified by 
the 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl 
tetrazolium bromide test (MTT) at 0.9mg/ml in 
PBS. The reaction product was solubilized in 
100µl lysis buffer (SDS 10%, NaOH 0.1M) 
before color of reaction product was quantified 
using a plate reader at 570 nm and 690 nm. 
Results are expressed in % of dead cells 
relative to untreated wells. These assays were 
performed in triplicate.  
In a previous study, Audebert et al (74) have 
demonstrated that “in cell western” can be a 
suitable method for the evaluation of cell 
viability. Cell viability was thus measured 
during the genotoxicity assay by in cell 
western (see below). 
 
Genotoxicity assay. Genotoxicity was 
measured on Apc
+/+
 and Apc
Min/+
 by in cell 
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western (ICW) according to Audebert et al. (36, 
74). Double-strand breaks induce histone 
H2AX phosphorylation into the so-called 
g-H2AX, and the H2AX phosphorylation 
reflects a global genotoxic insult resulting from 
diverse type of DNA damage (75). 
Cells were dispensed in the same way 
as in the cell viability assay (5x10
3
 cells/well) 
and were treated with aldehyde (5, 10 and 20 
µM) and vehicle in duplicate within a 96-well 
cell culture plate. Culture medium without 
interferon γ and without fetal calf sera was 
used for untreated control wells. After 24 hours 
treatment, cells were washed in PBS and 
directly fixed in the plate with 2% 
paraformaldehyde in PBS for 10 min at RT and 
then washed in PBS for 5 min. 
Paraformaldehyde was neutralized with 20mM 
NH4Cl for 2 min and then washed in PBS for 5 
min. Cells were permeabilized with 0.2% 
Triton X-100 in PBS for 5 min and washed in 
PBS, 2% fetal calf serum, 0.2% Triton X-100 
(PST buffer). Cells were blocked with 10% 
fetal calf serum, 2% bovine serum albumin, 
0.2% Triton in PBS for 60 min at RT, followed 
by 2 hours incubation with mouse anti -H2AX 
(1:200) in PST buffer. After three 5 min 
washes in PST, secondary detection was 
carried out using a infrared fluorescent dye 
conjugated donkey antibodies absorbing at 800 
nm (CF770, Biotium) (1:1000) in PST buffer. 
For DNA labelling, 1:500 dilution of TO-PRO-
3 iodide (Molecular Probes) in PST was used 
in conjugation with the secondary antibody. 
After 1 hour of incubation and three 5 min 
washing in PST, the DNA and the -H2AX 
were simultaneously visualized using the 
Odyssey Infrared Imaging Scanner (Li-Cor 
ScienceTec, Les Ulis, France) with the 680 nm 
fluorophore (red color) and the 800 nm 
fluorophore (green dye). Relative fluorescence 
units from the scanning allowed a quantitative 
analysis. Relative fluorescent units for -
H2AX per cell (as determined by -H2AX 
divided by DNA content) were divided by 
vehicle controls to determine percent change in 
phosphorylation of H2AX levels relative to 
control. Statistical analysis was performed to 
determine significant genotoxicity effects due 
to aldehyde treatment. For cytotoxicity 
determination, DNA content recorded in the 
different experiments was compared to DNA 
content in control cells. This assay was done in 
triplicate. 
 
Apoptosis. Apoptosis was measured by using 
a luminescent assay (Caspase-Glo3/7; 
Promega). In this assay, luminescent signal is 
proportional to the amount of caspase activity 
present. Briefly, the assay provides a 
luminogenic caspase 3/7 substrate which 
contains the tetrapeptide DEVD linked to a 
luciferase. Cells were treated 6 h with 
aldehydes. After lysis of cell followed by 
caspase cleavage with the reagent given by the 
kit, there is a luminescent signal produced by 
luciferase. At the end of treatment, 100 μL of 
Caspase-Glo3/7 reagent was added, and plates 
were mixed using a plate shaker at 300-
500rpm for 30 seconds. Plates were incubated 
at RT for 2 hours and the luminescence 
intensity of each well was determined using an 
INFINITEM200 plate reader (TECAN). This 
measure was performed in triplicate with the 
aldehydes at 2.5, 5, 10, 20, 40 and 80µM. 
 
Statistical analysis. Results were analyzed 
using Systat 10 software for Windows and all 
data were reported as mean ± SD. For each cell 
line and each test, values were considered 
firstly using one-way analysis of variance 
(ANOVA). For the in vivo experimentation on 
chemically-induced rats, the importance of 
each factor was tested independently of the 
experimental groups (ANOVA per factor). 
If a significant difference was found between 
groups (p<0.05), comparison of each 
experimental group with the control was made 
using Dunnett’s test. Secondly, the effect of 
each concentration of aldehyde on Apc
+/+
 cell 
line was compared with the effect on Apc
Min/+
 
using Student’s t-test.  
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Supporting Information 
Material and methods 
Luciferase-coupled ATP quantification assay 
Cell viability was measured using a luciferase-
coupled ATP quantification assay (CellTiter-
Glo; Promega). In this assay, luminescent 
signal is proportional to the amount of ATP 
and consequently to the number of viable cells. 
At the end of treatment, 100 μL of Cell Titer-
Glo reagent was added and plates were shaked 
for 2 minutes on an orbital shaker. Plates were 
then incubated at room temperature for 10 min, 
and the luminescence intensity of each well 
was determined using an INFINITEM 200 
plate reader (TECAN). Results are expressed 
in % of dead cells relative to untreated wells. 
These assays were performed in triplicate. 
 
Figures and tables 
 Control Heme HCA Heme + HCA 
AIN 76 base 89% 89% 89% 89% 
Sucrose 5.7% 4.7% 5.7% 4.7% 
Ferric citrate 0.015% - 0.015% - 
PhIP + MeIQx - - 2.39*10
-3
% 2.39*10
-3
% 
Casein 0.33% 0.33% - - 
hemoglobin - 1% - 1% 
Carthame oil 5% 5% 5% 5% 
Table S1: experimental diets of the nutritional intervention in F344 rats 
Heterocyclic amines (HCA): 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo(4,5-b)pyridine (PhIP) and 2-amino-3,8-
dimethylimidazo [4,5-f]quinoxaline (MeIQx) were obtained from TRC (Toronto Research Chemicals). NaNO2, 
NaNO3 were obtained from Sigma Aldrich. All other chemicals were of analytical grade and obtained from 
either Merck or Sigma. For drinking, the rat in the experiments received NaNO2 and NaNO3 solutions in tap 
water. The NaNO2 and NaNO3 solutions were prepared with 170mg NaNO2/L water and 230mg NaNO3/L water 
and replaced twice a week.  
 
 
 CON HMG 
Casein 40% 40% 
Carthame oil 5% 5% 
C. starch 15% 15% 
Sucrose 29.73% 27.23% 
Cellulose 5% 5% 
Methionine 0.3% 0.3% 
Min. without calcium 3.5% 3.5% 
Vitamin 1% 1% 
Ca phosphate 0.27% 0.27% 
Choline bit 0.2% 0.2% 
Hemoglobin - 2,5% 
Table S2: experimental diets in Min mice 
CON: control diet; HMG: diet with hemoglobin 
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Fig S1: Effect of experimental diets on heme 
concentration in faecal water 
 
Fig S2: Cytotoxic dose-effect of HNE, MDA and HHE on Apc
+/+
 (hatched line) and 
Apc
Min/+
 (solid line) after 24h of exposition (ATP quantification).  
*significantly different from Apc
+/+
 
 
Fig S3: Effect of haemoglobin on intestinal tumorigenesis and urinary biomarkers 
linked to it in Min mice. 
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c) Discussion 
Cette étude a montré, pour la première fois, l’importance relative des trois hypothèses 
majeures avancées pour expliquer la promotion du cancer colorectal induite par les viandes 
rouges et charcuteries : les amines hétérocycliques, les composés N-nitrosés, et le fer 
héminique. Une analyse de variance par facteur a montré que, contrairement à ce que l’on 
aurait pu suspecter, seul l’hème augmentait significativement le nombre de MDF chez des rats 
F344 induits à l’AOM, indépendamment de l’ajout d’amines hétérocycliques et/ou de 
nitrates/nitrites dans leur alimentation (cf article 2 figure 1A p.85). Ce protocole avec des 
molécules purifiées a été construit pour mimer des doses nutritionnelles, et les AHC ont été 
apportées à des doses très faibles, similaires à celles contenues la viande rouge cuite à haute 
température, ce qui pourrait expliquer leur absence d’effet. Des nitrites et des nitrates ont été 
ajoutés dans l’eau de boisson, car, contrairement à l’homme, les rongeurs n’ont pas de cycle 
entérosalivaire des nitrates. Cet ajout n’a pas joué sur la promotion des MDF même s’il a, 
comme attendu, significativement augmenté la quantité globale de composés N-Nitrosés 
formée (cf article 2 figure 1D p.85). 
L’hème étant le seul composé, parmi les trois testés, jouant sur l’apparition de lésions 
prénéoplasiques, nous nous sommes intéressés d’une part à ses mécanismes d’action, et 
d’autre part à son effet au niveau tumoral. En effet, Sawa et al. avaient montré, en 1998, un 
effet promoteur d’un régime riche en hémoglobine et en acides gras polyinsaturés sur le 
nombre de tumeurs coliques, chez des rats chimio-induits (208). Nous avons confirmé ce 
résultat et démontré qu’un régime riche en hémoglobine augmentait significativement la 
surface tumorale intestinale, dans le contexte génétiquement défini de la souris Min (cf article 
2 figure 4A p.91).  
En ce qui concerne les mécanismes d’action du fer héminique, comme nous l’avons vu 
dans l’introduction, l’hème pourrait avoir un effet direct sur les cellules, ou catalyser d’une 
part, la peroxydation des lipides alimentaires, d’autre part, la nitrosation et la nitrosylation. 
Dans le cadre de ce travail, chez le rat comme chez la souris, la modulation de la promotion 
tumorale n’a été associée qu’à la modulation de la peroxydation lipidique (cf article 2 figures 
1B, 1C, 4B, et S3C p.85, 91 et 103). Cela confirme les résultats antérieurs du laboratoire où la 
consommation de viande rouge, de charcuterie, d’hémoglobine ou d’hémine était 
systématiquement associée à une augmentation de la lipoperoxydation (105, 112, 113, 207, 
209). Les produits terminaux de cette réaction étant des aldéhydes, cela a conduit le 
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laboratoire à supposer que ces derniers jouaient un rôle clé dans la promotion du cancer 
colorectal induite par les viandes. En 2007, grâce à des études in vitro, Pierre et al, ont ainsi 
proposé un mécanisme d’action du 4-HNE, basé sur le différentiel de cytotoxicité observé 
entre les Apc
+/+ 
et les Apc
Min/+
 en présence de cette molécule : le 4-HNE « sélectionnerait » les 
cellules mutées sur Apc en induisant préférentiellement la mort cellulaire des cellules non 
mutées (205).  
En se basant sur cette hypothèse, nous avons vérifié ici que le différentiel de 
cytotoxicité, validé avec un aldéhyde purifié, se retrouvait avec les eaux fécales issues de nos 
expérimentations in vivo (cf article 2 figure 2 p.86). Puis, afin de déterminer effectivement la 
part des aldéhydes dans ce différentiel de cytotoxicité, nous avons mis au point des billes de 
polymères, permettant de « piéger » les aldéhydes dans les eaux fécales des rats ayant 
consommé un régime riche en hémoglobine (cf article 2 figure 3A p.86). Avec cette méthode, 
nous avons réussi à baisser d’environ 30% un marqueur global mais non spécifique de la 
peroxydation lipidique (les TBARs). Chez les Apc
Min/+
, nous avons observé une diminution de 
l’activité cytotoxique de cette eau fécale de près de 50%, démontrant ainsi un rôle des 
aldéhydes dans la mort cellulaire des cellules mutées sur Apc. Par contre, chez les Apc
+/+
, 
l’eau fécale était toujours aussi toxique. Deux hypothèse sont possibles pour expliquer ce 
résultat: soit les aldéhydes n’ont aucun rôle dans la mort cellulaire des Apc+/+, ce qui semble 
peu probable, soit la sensibilité des cellules normales est telle que la baisse de la concentration 
en aldéhydes induite par les billes de polymère ne suffit pas à diminuer l’activité cytotoxique 
sur cette lignée Apc
+/+. Les données obtenues lors d’autres dilutions et par d’autres techniques 
de mesure de la cytotoxicité semblent plutôt privilégier cette dernière hypothèse.  
Ainsi, ayant établi que les aldéhydes avaient un rôle dans la cytotoxicité observée, au 
moins chez les Apc
Min/+
, nous avons étudié plus précisément trois aldéhydes issus de 
l’oxydation de différents types d’acides gras: le 4-hydroxynonenal (4-HNE), le 4-
hydroxyhexenal (4-HHE), et le malondialdehyde (MDA), respectivement issus de l’oxydation 
des acides gras polyinsaturés n-6, n-3, et comportant plus de trois doubles liaisons (cf article 2 
figure 3C, table 1, et figure S2 p.88, 89 et 103). In vitro, contrairement au MDA qui n’a eu 
aucun effet sur notre modèle cellulaire aux doses testées, le 4-HNE et le 4-HHE étaient 
nettement plus cytotoxiques, génotoxiques et pro-apoptotiques chez les Apc
+/+
 que chez les 
Apc
Min/+
. Cela confirme les résultats précédents et suggère un effet promoteur des aldéhydes 
issus des acides gras n-6 mais aussi des n-3. De plus, la plus forte génotoxicité observée avec 
ces deux aldéhydes sur les cellules Apc
+/+
 par rapport aux cellules Apc
Min/+
 nous permet de 
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penser que ces aldéhydes auraient un effet initiateur. Nous avons ensuite regardé l’effet direct 
de l’hémine sur les deux lignées, mais celle-ci ne semble pas être impliquée dans le 
différentiel de cytotoxicité observé avec les eaux fécales (cf article 2 figure 3B p.86).  
L’hypothèse de la catalyse de la lipoperoxydation par l’hème paraît donc jouer un rôle 
non négligeable dans la promotion du cancer colorectal induite par l’hème. Par contre, 
l’hypothèse de catalyse de la nitrosation par l’hème, comme évoqué ci-dessus, ne semble pas 
être vérifiée ici : les régimes qui induisent le plus l’excrétion fécale de composés N-nitrosés 
ne sont pas ceux qui induisent la promotion de la cancérogénèse colorectale (cf article 2 
figure 1D p.85).  
Cependant, lorsque l’on observe la composition des composés N-Nitrosés formés, on 
s’aperçoit que seules les eaux fécales des rats ayant consommés l’un des quatre régimes avec 
hémoglobine contiennent du fer nitrosylé FeNO (cf article 2 figure 1D). La source de fer de 
ces régimes étant presque exclusivement le fer héminique, le FeNO est très probablement 
principalement constitué d’hème nitrosylé. Cela est cohérent avec l’études de Kuhnle qui a 
montré que la majeure partie des composés N-nitrosés formée après la consommation de fer 
héminique est constituée d’hème nitrosylé (85). Ici, les nitrites et les nitrates dans l’eau de 
boisson augmentent la quantité de FeNO formés, mais cette augmentation n’est pas 
significativement corrélée à la modulation des MDF. Hogg a proposé que cette séquestration 
de l’oxyde nitrite sous forme de fer nitrosylé pourrait être un mécanisme protecteur qui 
limiterait ses effets génotoxiques et favoriserait son élimination (88). Mais la présence de 
FeNO uniquement dans les régimes promoteurs des MDF pourrait suggérer le contraire, ce 
qui nous permet de proposer, à l’inverse de Hogg, que sa présence serait suffisante à la 
promotion de la cancérogénèse. En conséquence, deux hypothèses peuvent être avancées ici :  
 Soit les composés N-Nitrosés ne jouent pas sur la formation de MDF, et ce sont 
d’autres facteurs (la lipoperoxydation et l’effet direct de l’hème) qui interviennent 
dans l’effet promoteur des régimes contenant de l’hémoglobine,  
 Soit une seule sorte de composés N-nitrosés, le FeNO formé en présence d’hème, est 
cancérigène. Son effet, qui ne semble pas être dose-dépendant, pourrait s’ajouter aux 
deux autres facteurs précédemment évoqués.  
La deuxième étude in vivo de ma thèse détaillée ci-dessous apporte des éléments 
privilégiant la deuxième hypothèse comme nous le verrons dans la troisième partie des 
résultats (cf page 124). 
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En conclusion, la force de cet article est la démonstration de l’effet promoteur d’un 
régime riche en hémoglobine dans les deux principaux modèles animaux utilisés en 
cancérogénèse colorectale : le modèle chimio-induit et le modèle génétique. De plus, le 
modèle cellulaire utilisé, les cellules Apc
+/+
 et Apc
Min/+
 est cohérent avec le modèle souris Min 
et permet d’étudier les stades précoces de la cancérogénèse colorectale, ce qui nous a conduit 
à proposer un effet initiateur et promoteur des aldéhydes issus de la lipoperoxydation, réaction 
elle-même catalysée par le fer héminique. 
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2) Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes : études 
in vitro 
a) Introduction : Hypothèses de départ 
Cette partie est constituée exclusivement d’études in vitro réalisées sur le modèle 
cellulaire Apc
+/+
 et Apc
Min/+
. Son but est de répondre au deuxième objectif de la thèse : 
Approfondir la connaissance des mécanismes de la promotion du cancer colorectal induite 
par l’hème. Nous avons vu que plusieurs hypothèses mécanistiques pouvaient expliquer 
l’effet promoteur et/ou initiateur de l’hème sur la cancérogénèse colorectale (cf figure 15 
p.60) : Un effet catalytique de l’hème sur la nitrosation/nitrosylation et sur la 
lipoperoxydation, un effet direct de l’hème, et une synergie hème/aldehydes.  
 
 Effet catalytique de l’hème sur la nitrosation/nitrosylation  
Il est difficile d’étudier cette première hypothèse in vitro. En effet, nous ne disposons 
pas des composés-N-nitrosés formés dans le tractus intestinal lors de la digestion d’aliments 
riches en hème. Certains groupes ont envisagé des alternatives pour aborder ce point. Ainsi, 
comme évoqué précédemment (cf introduction 3.d.ii p.39), l’équipe de T. de Kok a travaillé 
avec des nitrosamides et des nitrosamines, mis en contact avec des cellules cancéreuses 
coliques humaines et des biopsies de patients (93, 94). L’équipe de Mirvish, quand à elle, a 
purifié des composés N-Nitrosés à partir de hot dogs et a montré que ces extraits étaient 
génotoxiques (96). Mais ces deux stratégies présentent des limites. Même si ce sont des 
composés-N-nitrosés dans les deux cas, nitrosamides, nitrosamines et extraits de hot dog ne 
sont pas représentatifs des molécules d’intérêt qui sont formées dans le tube digestif après 
ingestion d’un régime riche en hème, à savoir principalement du FeNO (85). En 1991, Shahidi 
et Pegg ont décrit comment synthétiser ce composé (210). Notre équipe avait envisagé cette 
piste en 2005, et avait effectivement réussi à synthétiser du mononitrosylhème, mais les 
problèmes de stabilité de ce produit à l’oxygène et à la lumière ont rendu impossible toute 
utilisation de ce dernier pour des études in vitro ou in vivo.  
 
 Effet catalytique de l’hème sur la lipoperoxydation 
Les premiers résultats concernant cette deuxième hypothèse, ont été intégrés à l’article 
précédent, nous n’y reviendrons pas ici. Brièvement, nous avons montré que le 4-HNE et le 4-
HHE étaient plus cytotoxiques, génotoxiques et pro-apoptotiques chez les Apc
+/+
 que chez les 
Apc
Min/+
, suggérant un effet initiateur (induction de mutations chez les Apc
+/+
) et promoteur 
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(« sélection » des cellules mutées sur Apc par rapport aux cellules non mutées) des aldéhydes. 
Ce différentiel de cytotoxicité, retrouvé avec les eaux fécales issues de rats ayant consommé 
un régime riche en hémoglobine, était corrélé à un effet promoteur de la cancérogénèse dans 
les deux modèles animaux. Le piégeage des aldéhydes a permis de montrer que ces derniers 
jouaient un rôle majeur dans la mort cellulaire induite par ces eaux fécales.  
Ces résultats nous ont conduits à nous demander si le différentiel d’activité de caspase 
3 observé avec le 4-HNE était responsable du différentiel de cytotoxicité observé et quelle 
était la part de l’apoptose caspase-dépendante dans la mort cellulaire due au 4-HNE. En effet, 
la cytotoxicité mesure la mort cellulaire globale. Or il en existe trois types : l’apoptose, la 
nécrose, et l’autophagie (211) :  
o L’apoptose est une mort cellulaire programmée : les cellules 
déclenchent leur propre destruction en réponse à un signal. Il existe 
deux voies possibles, la voie extrinsèque (impliquant des récepteurs 
membranaires), et intrinsèque (mettant en jeu la mitochondrie), 
conduisant toutes deux à l’activation de caspases. Ces protéases à 
cystéines sont responsables de phénomènes morphologiques et 
biochimiques aboutissant à la mort de la cellule.  
o La nécrose est causée par des dommages physiques ou chimiques de la 
cellule. Des enzymes libérées par les lysosomes (organites cellulaires 
contenant des enzymes digestives) provoquent la dégradation de la 
membrane plasmique, qui s’accompagne d’une libération dans le milieu 
extérieur du contenu cytoplasmique, et d’une réponse inflammatoire.  
o L’autophagie, est d’une dégradation d’une partie du cytoplasme de la 
cellule par ses propres lysosomes en situation de stress cellulaire.  
Notre objectif est de comprendre les mécanismes de mort cellulaire impliqués dans la 
cytotoxicité des aldéhydes, et en particulier du 4-HNE, afin, à terme de trouver de nouvelles 
stratégies de prévention nutritionnelle qui s’opposeraient à ces mécanismes. En effet, le 4-
HNE est plus toxique sur les Apc
+/+
 que sur les Apc
Min/+
, ce qui induirait une sélection des 
cellules mutées sur Apc (205). Si l’on pouvait réduire ce différentiel en augmentant la mort 
cellulaire des Apc
Min/+
 et en diminuant celle des Apc
+/+
, cela devrait inhiber la promotion du 
cancer colorectal induite par les aldéhydes terminaux de la lipoperoxydation. Pour envisager 
ce type de prévention de la promotion du cancer colorectal induite par l’hème, il est majeur de 
connaître le mécanisme impliqué dans la mort cellulaire de chacune de ces lignées.  
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 Effet direct de l’hème sur les cellules 
Nous avons vu que l’hème pouvait être cytotoxique (ce qui a pour conséquence in vivo 
de stimuler la prolifération cellulaire), génotoxique, et avoir un effet pro-inflammatoire, 
notamment via la génération de radicaux libres (104, 115-120). Nous avons souhaité vérifier 
si l’hémine, hème chloré utilisé comme modèle pour les études in vitro, était cytotoxique 
et/ou génotoxique sur le modèle cellulaire Apc
+/+
 et Apc
Min/+, et s’il y avait un différentiel de 
cytotoxicité entre les deux lignées. Nous avons choisi l’hémine pour modéliser l’hème libre 
qui arrive au niveau du côlon, plutôt que l’hémoglobine. En effet, cette protéine quaternaire 
est dégradée lors de la digestion, et a peu de chance de se retrouver intacte au niveau colique.  
 
 Synergie hème/aldéhydes 
Dans l’introduction, nous avons également vu que plusieurs éléments suggéraient une 
synergie possible entre le fer héminique et le 4-HNE. Ces deux molécules favorisent 
l’expression des gènes cibles de Nrf2 par des mécanismes complémentaires (124, 125, 128). 
Notre hypothèse est que la voie Nrf2 serait plus activée chez les Apc
Min/+ 
que chez les Apc
+/+
, 
ce qui favoriserait la survie des cellules pré-cancéreuses, expliquant ainsi le différentiel de 
cytotoxicité entre les deux lignées observé avec le 4-HNE (205). Dans ce cas, le 4-HNE et 
l’hémine mis en contact conjointement avec les cellules devraient augmenter le différentiel de 
cytotoxicité observé. C’est ce que nous avons voulu vérifier ici. 
b) Matériel et méthode 
i. Lignées cellulaires 
Les lignées cellulaires Apc
+/+
 et Apc
Min/+
 ont été décrites dans la partie 5.b.ii de 
l’introduction de ce manuscrit, page 65. Ce sont des cellules épithéliales coliques qui 
expriment l’antigène T thermolabile SV40 (AgT tsa58). Celui-ci est sous contrôle d’un 
promoteur interféron  inductible. A 33°C, avec interféron  les cellules sont dites en 
conditions « permissives» et sont immortelles. A 37°C sans interféron  les cellules sont dites 
en conditions « non permissives», et se comportent comme des primo-cultures (201, 212).  
Ces cellules ont été utilisées entre les passages 8 et 15 (chaque passage correspond à 
une trypsination des cellules), afin d’éviter toute dérive du modèle. Elles ont été cultivées 
dans du milieu Gibco (référence 41966) haut glucose (4.5 g/l), avec glutamine et sodium 
pyruvate, dans lequel a été ajouté du SVF (sérum de veau fœtal, PAN Biotech GmbH) à 10%, 
et des antibiotiques (pénicilline/streptomycine, Sigma P0781) à 1%. A 33°C, il a été ajouté 
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extemporanément de l’interféron BD Biosciences 554587) à 2ng/ml, et un facteur de 
croissance (epidermal Growth Factor, Sigma E4127) à 10 ng/ml. L’entretien des cellules 
s’effectue à 33°C, en conditions permissives. Les cellules étaient trypsinées tous les 3-4 jours 
(Trypsine Gibco 0.05% trypsin-EDTA 1X 25300-054) et le milieu changé tous les trois jours. 
Les tests sur les cellules (cytotoxité, mesure de l’apoptose) ont été effectués après 24h en 
conditions non permissives (37°C), pour être dans des conditions plus proches des conditions 
physiologiques. Par contre, la génotoxicité a été suivie, par Western In Cell, à 33°C car les 
cellules doivent être en division pour pouvoir favoriser la détection des éventuelles lésions à 
l’ADN (213). 
ii. Produits utilisés 
Le 4-HNE dimethylacétal a été synthétisé selon la méthode de Chandra and Srivastava 
(214). Quelques jours avant utilisation, le 4-HNE dimethylacétal a été hydrolysé avec 1mM 
d’acide chlorhydrique pendant une heure, à température ambiante. La phase aqueuse a été 
vortexée puis extraite 5 fois avec du dimethylacétal. La phase organique, contenant le 4-HNE, 
a été filtrée (filtre Whatman SP1, Maidstone, UK), puis évaporée sous vide sans chauffer. Le 
résidu liquide a été enfin re-solubilisé dans de l’eau distillée, et la concentration finale de 4-
HNE a été déterminée par spectrophotométrie à 223nm. Cette solution à été stockée à -80°C 
jusqu’au jour du traitement. Juste avant application sur les cellules, le 4-HNE a été dilué à la 
concentration voulue dans du milieu de culture sans SVF. 
L’hémine (Sigma H9033 35% + Sigma H5533 65%) a été diluée extemporanément 
dans du NaOH 20mM pour obtenir une solution mère à 10 mM, diluée ensuite dans du milieu 
de culture sans SVF à la concentration voulue.  
L’étoposide (Sigma E1385) a été dilué dans du DMSO pour obtenir une solution mère 
à 50 mM, aliquotée et stockée à -20°C. Extemporanément, elle a été diluée à la concentration 
voulue dans du milieu de culture sans SVF.  
Le Z-VAD-FMK (ALX-260-138R, Enzo Life Science) a été dilué dans du DMSO 
pour obtenir une solution mère à 100 mM, aliquotée et stockée à -20°C. Il a été dilué à la 
concentration voulue dans du milieu de culture sans SVF extemporanément.  
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iii. Cytotoxicité 
Le MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) est un colorant métabolisé 
par les mitochondries des cellules vivantes. Il se forme alors un chromogène violet, le 
formazan, qui est mesuré par spectrophotométrie à 570 nm.  
Les cellules ont été ensemencées en plaque 96 puits (TPP transparentes) à raison de 
11 000 cellules par puit pour les Apc
+/+
 et 13 000 cellules par puit pour les Apc
Min/+
, afin 
d’obtenir 80% de confluence pour les deux lignées le jour du traitement. Après 24h à 33°C, 
les cellules ont été mises en conditions non permissives, à 37°C pendant 24h. Le jour de 
l’inoculation, le milieu a été changé et remplacé par les traitements dilués dans du milieu sans 
sérum. Les puits contenant de l’inhibiteur de caspase ont été pré-traités pendant deux heures 
avec le Z-VAD-FMK seul. Les puits contrôles ne contenaient que du milieu de culture sans 
sérum. Après 24h de traitement, les cellules ont été rincées au PBS (Sigma D8537), puis 
mises en contact avec 100µl par puit de MTT dilué dans du PBS (0,9 mg/ml). Après deux 
heures d’incubation à 37°C et à l’abri de la lumière, les cellules ont été lysées avec 100µl 
d’une solution SDS 10%, NaOH 0,1 M ajoutée directement dans chaque puit. Les plaques ont 
ensuite été incubées une nuit à 37°C, et à l’abri de la lumière, puis ont été lues avec un lecteur 
de plaque (TECAN INFINITE M200) à 570 nm (longueur d’onde du formazan) et 690 nm 
(bruit de fond). Les résultats ont été exprimés en pourcentage de cytotoxicité par rapport aux 
cellules non traitées.  
iv. Génotoxicité 
La génotoxicité a été mesurée par In Cell Western, selon la méthode mise au point par 
Audebert et al. (213, 215). Cette technique repose sur le marquage spécifique de l’histone 
H2AX phosphorylée, γH2AX, qui reflète les cassures double-brin de l’ADN, entre autres 
dommages à l’ADN (216).  
Les cellules ont été ensemencées en plaque 96 puits (Greiner bio one noires à fond 
transparent) à raison de 9 000 cellules par puit pour les Apc
+/+
, et 10 000 cellules par puit pour 
les Apc
Min/+, afin d’obtenir 80% de confluence pour les deux lignées le jour du traitement. 
Après 48h à 33°C, le milieu à été changé et remplacé par les traitements dilués dans du milieu 
sans sérum, avec interféron γ et EGF. Les puits contrôles ne contenaient que du milieu de 
culture sans sérum, avec interféron γ et EGF. Après 6 heures de traitement, les cellules ont été 
lavées dans du PBS, puis fixées 20 minutes à température ambiante avec une solution de 
paraformaldéhyde 4% dans du PBS. Après 5 minutes de rinçage au PBS, le paraformaldéhyde 
a été neutralisé avec 20 mM de NH4Cl pendant 2 minutes, puis la plaque a été à nouveau 
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lavée au PBS pendant 5 minutes. Les cellules ont ensuite été perméabilisées avec 0,2% de 
triton 100-X dans du PBS pendant 5 minutes, puis lavées dans une solution de PST (PBS, 
SVF 2%, triton 100-X 0,2%). L’étape suivante est la saturation : les cellules ont été mises en 
contact pendant une heure à température ambiante avec une solution de saturation du 
commerce (Maxblock blocking medium 102224, Active motif) à laquelle a été ajouté un 
inhibiteur de protéase (phosSTOP 10X, Roche) et de la RNase à une concentration finale 
respectivement de 1X et de 10µg/ml. Les cellules ont ensuite été incubées pendant deux 
heures à température ambiante avec l’anticorps primaire -H2AX (1:200) dilué dans du PST 
(cell signaling H2AX 9798 Ozyme). Après trois lavages de 5 minutes au PST, la plaque a été 
mise en contact pendant une heure à température ambiante et à l’abri de la lumière avec un 
anticorps secondaire (BIOTIUM Intershim SF-770 anti-rabbit) dilué au 1/1000 dans du PST 
et du TO-PRO 3 iodide (Molecular Probes) dilué au 1/500 dans du PST. L’anticorps 
secondaire absorbe à 800 nm et le TO-PRO 3 iodide à 700 nm. Ce marqueur de l’ADN 
permet de quantifier le nombre de cellules se trouvant dans chaque puit. Après trois lavages 
au PST, la plaque a été lue avec le scanner Odyssey (Li-Cor ScienceTec, Les Ulis, France), à 
700 nm (rouge, marqueur de l’ADN) et 800 nm (vert, marqueur de -H2AX). La fluorescence 
relative de -H2AX par puit a été obtenue en divisant la fluorescence à 800 nm par la 
fluorescence à 700 nm. Le résultat a ensuite été ramené en pourcentage d’augmentation ou de 
diminution par rapport au contrôle. Le marquage au TO-PRO 3 permet également d’évaluer 
un pourcentage de cytotoxicité par rapport à la quantité d’ADN présente dans les puits 
contrôle. Cette mesure donne des résultats similaires à ceux obtenus avec le test MTT (215).  
 
v. Mesure de l’apoptose  
L’apoptose a été mesurée en utilisant le test de luminescence caspase-Glo 3/7 de 
Promega. Les étapes précédant l’inoculation sont identiques à celles du MTT, sauf que 
l’ensemencement se fait en plaques 96 puits Greiner bio one blanches à fond transparent. 
Après 6 heures de traitement, 100µl par puit de réactif ont été ajouté, et les plaques ont été 
agitées à 300-500 rpm pendant 30 secondes. Après deux heures d’incubation, les plaques ont 
été lues en luminescence avec le TECAN INFINITE M200. L’intensité du signal obtenu est 
proportionnelle à la quantité de caspase 3/7 présente, ces protéines étant activées à la fin des 
deux voies apoptotiques extrinsèque et intrinsèque.  
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vi. Analyse statistique 
Les résultats ont été analysés avec le logiciel Systat 10. Les comparaisons entre 
chaque point obtenu ont été faites avec un test t de student. 
c) Résultats 
i. Quelle est la part de l’apoptose caspase-dépendante dans la mort 
cellulaire due au 4-HNE ? 
Pour déterminer la part de l’apoptose caspase-dépendante dans la mort cellulaire 
impliquée dans la cytotoxicité due au 4-HNE, j’ai utilisé un inhibiteur irréversible de caspases, 
le Z-VAD-FMK (Z-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone). Cet inhibiteur a été utilisé seul, en 
pré-traitement de 2 heures, puis en présence du 4-HNE pendant le temps habituel de 
traitement, 24 heures, délai qui laisse largement aux mécanismes de mort cellulaire le temps 
de se mettre en place. En effet, les tests de cytotoxicité ne permettent pas de détecter les 
événements intermédiaires, mais simplement si les cellules sont vivantes ou non.  
Comme attendu, le Z-VAD-FMK a fortement diminué la cytotoxicité de notre témoin 
positif, l’étoposide dans les deux lignées (25% de diminution chez les Apc+/+ et 35% chez les 
Apc
Min/+
) (figure 21a). En ce qui concerne le 4-HNE, en présence de Z-VAD-FMK, une 
diminution de la cytotoxicité du 4-HNE de 22% chez les Apc
Min/+
 a été mise en évidence. 
Cette diminution est à la limite de la significativité (p=0,052) (figure 21b). Par contre, chez 
les Apc
+/+ 
aucune diminution de la cytotoxicité n’a été observée. 
Ces résultats suggèrent que les mécanismes de mort cellulaire seraient différent chez 
les Apc
+/+ 
et chez les Apc
Min/+. L’apoptose caspase-dépendante ne semble jouer aucun rôle 
dans la cytotoxicité du 4-HNE sur les Apc
+/+, alors qu’elle semble jouer pour environ 20% 
chez les Apc
Min/+
. Mais ces résultats demandent à être confirmés et approfondis, ce qui est 
actuellement fait au laboratoire par l’équipe.  
 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes : études in vitro 
 
~ 115 ~ 
 
 
Figure 21 : Effet d’un inhibiteur irréversible de caspases (Z-VAD-FMK) sur la viabilité 
cellulaire en présence d’étoposide 200µM (a) ou de 4-HNE 20µM (b) 
* Différence significative entre le point sans inhibiteur et le point avec inhibiteur pour une même 
lignée cellulaire (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). N=3 
 
ii. Quelle est l’action de l’hémine mise en contact direct avec les cellules?  
Dans cette partie nous nous sommes intéressés à l’effet direct de l’hème sur les 
cellules, en mettant en contact de l’hémine, modèle de l’hème libre présent au niveau du côlon, 
avec les cellules Apc
+/+
 et Apc
Min/+. Les doses d’hème mesurées dans les fèces de rats ou de 
souris ayant eu un régime riche en hémoglobine sont de 200 ± 50 µM, j’ai donc fait les tests à 
des doses s’échelonnant entre 50 et 200 µM d’hémine. 
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 Cytotoxicité 
En premier lieu, nous avons testé la cytotoxicité de l’hémine, avec le test MTT, aux 
doses 100 et 200 µM (figure 22). 
 
Figure 22 : Cytotoxicité de l’hémine 
* Différence significative entre deux doses pour une même lignée cellulaire  
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). N=3 
 
Ces résultats montrent que l’hémine est cytotoxique sur les deux lignées cellulaires, de 
manière dose-dépendante. Il est intéressant de noter qu’il n’y a pas de différence entre les 
deux lignées, contrairement au 4-HNE.  
 Apoptose 
Nous avons ensuite testé l’activation des caspases 3/7 par l’hémine, aux doses 50 µM 
et 100 µM (figure 23).  
 
Figure 23 : Niveau d’induction des caspases 3/7 en présence d’hémine 
* Différence significative entre deux doses pour une même lignée cellulaire  
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). N=2 
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 Les résultats obtenus confirment les résultats précédents : il n’y a aucun différentiel 
entre les deux lignées, et l’activation des caspases est dose-dépendante.  
 Génotoxicité 
La génotoxicité de l’hémine a été mesurée à 50 µM en In Cell Western, par le 
marquage de l’histone γH2AX, qui est la forme phosphorylée de l’histone H2AX. Cette 
protéine est systématiquement phosphorylée lors d’une cassure double-brin de l’ADN, ce qui 
permet le recrutement de nombreuses molécules de réparation sur le site de la cassure. Cette 
technique est donc un marqueur très sensible des cassures double-brin de l’ADN.  
Après 6 heures de traitement, le résultat suivant a été obtenu (tableau 4):  
 
 Apc+/+ ApcMin/+ 
Hémine 50µM 
Génotoxicité 
(Niveau d’induction) 
Cytotoxicité 
(%) 
Génotoxicité 
(Niveau d’induction) 
Cytotoxicité 
(%) 
1,18 3,7% 1,03 12,6% 
Tableau 4 : Niveau d’induction de la génotoxicité en présence d’hémine 
N=1 
 
La lecture a été faite à 6 heures, car à 24 heures de traitement la cytotoxicité de 
l’hémine aurait été trop importante pour que le résultat soit interprétable. En effet, H2AX est 
également phosphorylée lors de la mort des cellules, ce qui implique la nécessité d’utiliser des 
doses très peu toxiques pour les cellules (cytotoxicité inférieure à 20%), lorsque l’on utilise ce 
test. On observe ici une absence de génotoxicité chez les Apc
Min/+
, et une augmentation de 
18% chez les Apc
+/+
 en présence d’hémine par rapport au contrôle. Mais ce résultat doit être 
répété pour être validé, ce que je n’ai pas pu faire par manque de temps.  
 
iii. Il y a-t-il un effet synergique hémine + 4-HNE ?  
J’ai traité les cellules avec plusieurs doses d’hémine et de 4-HNE, conjointement ou 
séparément. Les doses où l’effet était le plus net étaient 100 µM d’hémine, et 10µM de 4-
HNE. 
 Cytotoxicité 
En MTT, après cinq répétitions, j’ai obtenu l’histogramme ci-dessous (figure 24) :  
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Figure 24 : Cytotoxicité de l’hémine + 4-HNE 
* Significativement différent de hémine +HNE 
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). N=5 
 
Nous observons ici un effet d’additivité sans augmentation du différentiel entre les 
deux lignées.  
 Apoptose 
En regardant le niveau d’inductions des caspases, nous avons obtenu le même profil 
(figure 25) :  
 
Figure 25 : Niveau d’’induction des caspases 3/7 en présence d’hémine + 4-HNE 
* Significativement différent de hémine +HNE 
 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). N=2 
 
Là encore, il y a un effet d’additivité, sans augmentation du différentiel entre les deux 
lignées.  
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d) Discussion 
Cette partie in vitro a permis d’apporter quatre éléments de réponse aux questions 
posées précédemment : 
 Les mécanismes de mort cellulaire dûs au 4-HNE seraient différents chez les 
Apc
+/+ 
et chez les Apc
Min/+. L’apoptose caspase-dépendante ne semble jouer 
aucun rôle dans la cytotoxicité du 4-HNE sur les Apc
+/+
, alors qu’elle paraît 
jouer pour 20 à 30% chez les Apc
Min/+
.  
 L’hémine est cytotoxique sur les deux lignées cellulaires, de manière dose-
dépendante. Il n’y a pas de différentiel entre les Apc+/+ et les ApcMin/+, le 
différentiel observé par les eaux fécales semblent plutôt lié à leur contenu en 
aldéhyde qu’à leur richesse en fer héminique. 
 L’hémine semble être génotoxique chez les Apc+/+, mais ce résultat reste à 
confirmer. 
 L’hypothèse d’une synergie entre hémine + 4-HNE n’a pas été vérifiée par nos 
premières expérimentations. 
 
Le premier point a été repris par l’équipe. Ces premiers travaux sont insuffisants pour 
conclure de façon définitive, et des expérimentations sont actuellement en cours, avec des 
inhibiteurs d’apoptose et d’autophagie, afin de déterminer exactement de quel type de mort 
cellulaire il s’agit. L’apoptose est quantifiée avec du DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole), 
molécule fluorescente qui se lie à l’ADN et permet de voir directement les noyaux 
apoptotiques au microscope à fluorescence.  
Nous avons confirmé les résultats de Glei et al. sur la cytotoxicité de l’hémine (115). 
Aux doses retrouvées dans les eaux fécales des animaux ayant consommé un régime riche en 
hème (200 µM), l’hémine induit près de 80% de cytotoxicité sur chacune des deux lignées, ce 
qui est considérable, et pourrait expliquer la prolifération compensatrice démontrée par Sesink 
et al (104). 
En ce qui concerne les dommages à l’ADN, notre premier résultat, qui reste à 
confirmer, met en évidence une faible génotoxicité chez les Apc
+/+
, et une absence de 
génotoxicité chez les Apc
Min/+
. Glei et son équipe avaient, quand à eux, détecté une 
génotoxicité doublée avec les cellules en culture primaire à 100 µM par rapport au contrôle, 
mais une absence d’augmentation de la génotoxicité à 100 µM d’hémine sur les cellules 
tumorales humaines HT29 (115). A faibles doses d’hémine (entre 50 et 100 µM), ces résultats 
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suggèrent un effet initiateur de ce composé, qui semble induire des mutations uniquement sur 
les cellules saines de l’épithélium colique. Par rapport aux résultats de Glei et al, notre modèle 
cellulaire permet de cibler plus précisément la fenêtre d’action des composés toxiques, 
puisque seule la mutation du gène Apc diffère entre les deux lignées.  
Cependant l’hémine reste une molécule modèle, et, comme pour les aldéhydes, le seul 
moyen de quantifier précisément la part de l’hème dans la cytoxicité et la génotoxicité des 
eaux fécales issues d’animaux ayant consommé un régime riche en hémoglobine serait de 
pouvoir piéger l’hème dans ces eaux fécales, avant les mettre en contact avec les cellules. 
Quelques essais ont été réalisés en ce sens, avec du carbonate de calcium, en se basant sur les 
travaux précédents de l’équipe montrant son efficacité à chélater l’hème in vitro (143). Mais 
le pH auquel se solubilise le carbonate de calcium (pH3) a rendu impossible toute tentative de 
traiter les cellules avec ces eaux fécales.  
La stratégie consistant à déterminer le type de mort cellulaire de chacune des deux 
lignées en présence du composé toxique afin de cibler une voie moléculaire précise lors des 
recherches de prévention avait déjà été évoquée dans le cas du 4-HNE. Elle pourrait tout à fait 
être appliquée aussi à l’hémine. En effet, diminuer la mort cellulaire due à l’hème ferait 
baisser l’hyperprolifération de l’épithélium colique qui en résulte, et, par voie de conséquence 
le risque de cancer. L’induction des caspases 3/7 observée, si elle est corrélée à la cytotoxicité, 
reste très faible, ce qui suggère que l’apoptose n’est pas le seul mécanisme impliqué, et que la 
nécrose et/ou l’autophagie pourraient jouer un rôle non négligeable dans la mort cellulaire 
observée. Les premiers tests réalisés avec un inhibiteur de caspase (Z-VAD-FMK) ajouté à de 
l’hémine 200 µM n’ont montré aucune diminution de la cytotoxicité, mais ce résultat devra 
être confirmé avant que l’on ne puisse conclure.  
La littérature suggère que l’hème, comme le 4-HNE, faciliterait l’expression des gènes 
cibles de Nrf2 en levant la répression de Bach1 (124, 125, 128). Une de nos hypothèses pour 
expliquer le différentiel de cytotoxicité entre les cellules Apc
+/+
 et Apc
Min/+
 observé avec les 
aldéhydes est que la voie Nrf2 serait activée chez les cellules mutées sur Apc, induisant une 
meilleure résistance au stress oxydant. Ce point a été validé pour le 4-HNE par suivi de Nrf2 
en Western In Cell dans les deux lignées cellulaires. Si l’hémine activait Nrf2 
préférentiellement dans les cellules Apc
Min/+
, comme semble le faire le 4-HNE, nous pourrions 
nous attendre à une augmentation du différentiel de cytotoxicité entre les deux lignées en 
présence d’hémine + 4-HNE. Or nous n’avons qu’un effet d’additivité. Celle-ci mime ce qui 
se passe au niveau de l’épithélium colique lorsque les deux molécules sont présentes 
conjointement. Mais au vu de nos résultats, nous ne pouvons pas parler de synergie entre ces 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes : études in vitro 
 
~ 121 ~ 
 
deux molécules. A ce stade, deux hypothèses peuvent être identifiées : soit l’hémine n’active 
pas la voie Nrf2 dans les cellules Apc
Min/+
, soit l’activation de Nrf2 par le 4-HNE est déjà 
maximale. L’absence de différentiel de cytotoxicité observé en présence d’hémine seul 
semble privilégier la première hypothèse, mais un suivi du Nrf2 par Western in Cell dans les 
cellules traitées ou non avec de l’hémine serait nécessaire pour répondre à cette question.  
 
 Pour toutes ces analyses de cytotoxicité, c’est le test MTT qui a été employé. Utilisé 
en routine au laboratoire, ce test a l’avantage d’être rapide, peu onéreux, de permettre de 
passer de nombreux échantillons simultanément, et d’être reproductible. De plus, la couleur 
des échantillons (les eaux fécales et l’hémine sont colorés) n’influe pas sur le résultat final. 
Enfin, la plupart de nos données ayant été générées avec ce test, l’utiliser permet de comparer 
les résultats avec les expérimentations antérieures. 
 Cependant, ce test présente plusieurs inconvénients. Le premier réside dans les 
rinçages obligatoires. Même effectués très doucement avec une pipette multicanaux, les 
cellules Apc
+/+
 sont tellement fragiles qu’une partie des cellules vivantes risque de se détacher 
du fond des puits. Pour éviter ce biais, il existe le test WST-1, qui repose sur le même principe 
que le MTT (formation d’un colorant dans les mitochondries des cellules vivantes), il permet 
d’éviter les rinçages et a, de ce fait, une meilleure reproductibilité que le MTT. Mais il ne 
convient pas aux produits très colorés comme l’hémine ou les eaux fécales, dont le spectre 
d’absorption interfère avec la lecture des résultats. Pour les produits incolores, ce test a 
remplacé le MTT dans l’équipe depuis peu. 
 Le second inconvénient du MTT (tout comme le WST-1) est qu’il est métabolisé par 
les mitochondries des cellules vivantes. Or la voie intrinsèque de l’apoptose influe sur les 
activités mitochondriales. Ce test pourrait donc ne pas être adapté lorsque l’on suspecte 
l’implication de l’apoptose dans la cytotoxicité mesurée. Pour vérifier ce point, nous avons 
fait le test du rouge neutre (ce colorant s’accumule dans les lysosomes des cellules vivantes, 
et non dans les mitochondries) en parallèle, et obtenu des résultats similaires.  
Le dernier inconvénient de ce test est qu’il n’est peut-être pas assez sensible pour 
détecter de tous petits effets. Le marquage de l’ADN utilisé comme contrôle du nombre de 
cellules en western in cell, test utilisé pour mesurer la génotoxicité en évaluant la quantité 
d’histone H2AX phosphorylée est un test fiable, qui donne des résultats proches de ceux du 
MTT dans la plupart des cas (215). Mais lorsque nous avons testé l’additivité hème/4-HNE, 
nous avons obtenu un effet beaucoup plus net avec cette méthode qu’avec le test MTT. En 
effet, le pourcentage d’augmentation de la cytotoxicité de l’hémine + 4-HNE par rapport à 
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chacun de ces composés seuls, était doublé par rapport au MTT, dans les deux lignées. La 
cytotoxicité des deux composés combinés étant supérieure à la somme de chacun des deux 
composés seuls, cela pourrait évoquer une synergie de ces deux composés. Mais cette 
méthode à elle aussi des inconvénients. En effet, l’ADN de toutes les cellules est marqué, ce 
qui ne permet pas de distinguer les cellules vivantes des cellules mortes. Il faudrait donc 
trouver un autre test, tout aussi sensible, afin de déterminer le réel effet de l’hémine et du 4-
HNE combinés. 
Un test qui semble pallier la plupart des inconvénients du test MTT (rinçages, 
interactions avec la mitochondrie, sensibilité) est le test DAP (Dequenching Après 
Photoblanchiment). Cette technique a été mise au point en partenariat avec Novaleads, une 
société de biotechnologies toulousaine. Elle permet de détecter l’apoptose et les lésions à 
l’ADN grâce à la liaison de marqueurs spécifiques (SYTO 13) à l’ADN. Ce marqueur ne 
fluoresce pas en solution, et la différence entre la longueur d’onde d’émission et d’excitation 
est très faible. Dans les cellules saines, il y a inhibition de proximité (quenching) (figure 26). 
Lorsque que l’on illumine fortement l’échantillon, le SYTO 13 est « de-quenché ». Par contre, 
sur les cellules en apoptose, il y a destructuration de l’ADN, et il n’y a pas de quenching. Il 
n’y a donc pas de différence entre avant illumination (L1) et après (L2). Plus le ratio L2/L1 
est petit, plus il y a de cytotoxicité.  
 
Figure 26 : Principe de la technique DAP (Dequenching Après Photoblanchiment) 
Source : Novaleads http://www.novaleads.com/index.php?page=dapconcept&lang=fr 
A : Cellule saine avant (a, mesure L1) et après (b, mesure L2) photoblanchiment 
B : Cellule en apopotose avant (a, mesure L1) et après (b, mesure L2) photoblanchiment 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes : études in vitro 
 
~ 123 ~ 
 
 
Tous les tests de mise au point ont montré une grande sensibilité de cette technique, 
notamment, là encore, sur l’additivité hémine/4-HNE. En effet, pour un pourcentage de 
diminution de l’hémine 100µM et du 4-HNE 10µM par rapport au contrôle du ratio L1/L2 
inférieur à 3%, pour les Apc
+/+
 et inférieur à 10% pour les Apc
Min+/
, le pourcentage de 
diminution de l’hémine 100µM + 4-HNE 10µM par rapport au contrôle du ratio L1/L2 était 
de 16% chez les Apc
+/+
, et de 35% chez les Apc
Min/+
. Cette méthode ne nécessite pas de 
rinçage, et les tests que nous avons effectués ont montré que la couleur de l’échantillon 
n’interférait pas avec le résultat. Cette technique est donc prometteuse. Les inconvénients sont 
que le laboratoire n’est pas indépendant pour la réaliser (elle est brevetée), et qu’elle n’a pas 
encore été publiée par la société qui l’a créée (Novaleads). Mais cela sera fait sous peu, et le 
partenariat que nous avons actuellement avec eux dans le cadre d’un projet ANR devrait être 
productif pour les deux parties dans les années à venir.  
 
Dans cette partie nous avons identifié plusieurs pistes mécanistiques visant à expliquer 
l’effet promoteur de l’hème sur le cancer colorectal. Mais l’enjeu principal reste d’inhiber cet 
effet délétère, afin de diminuer le risque.  
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3)  Les polyphénols, agents protecteurs de la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème 
a) Introduction à l’article 
Cette expérimentation a été conçue pour répondre au troisième objectif de la thèse : 
« Développer des stratégies de prévention alimentaire en identifiant les polyphénols qui 
inhibent de façon importante la peroxydation endogène des lipides et la formation de 
composés N-nitrosés induits par l’hème. ». 
Cette étude a été financée en partie par un contrat de recherche entre l’INRA et l’IFIP 
(institut du Porc). L’article de Santarelli et al, a démontré récemment un effet promoteur sur 
la formation de MDF d’une charcuterie modèle cuite, nitritée, oxydée et riche en hème, le 
DCNO (dark red muscle, cooked and oxidized, and cured with sodium nitrite) (207). Suite à 
ce travail, l’objectif était ici d’intégrer des polyphénols et des vitamines dès l’étape du 
procédé de fabrication de cette charcuterie pour inhiber l’effet promoteur de cet aliment de 
façon systématique sans augmentation du prix. Ceci afin de protéger toutes les populations, 
mêmes les moins receptives aux messages nutritionnels. Nos hypothèses sont que les 
molécules ajoutées piégeraient l’hème ou inhiberaient soit la lipoperoxydation induite par 
l’hème, soit la formation de composés N-Nitrosés. Les polyphénols et vitamines ont été 
sélectionnés conjoitement avec l’IFIP, en fonction de leurs capacités antioxydantes et/ou 
antinitrosantes, et de leurs qualités gustatives. Ces charcuteries modifiées ont été fabriquées 
dans les mêmes conditions que la charcuterie industrielle, et nous ont été livrées congelées et 
conditionnées sous vide. Le modèle animal choisi pour cette expérimentation est le même que 
dans l’étude de Santarelli et al, à savoir des rats F344 chimio-induits. Cette étude a été divisée 
en deux étapes, détaillées ci-dessous : 
 
1. Test de plusieurs polyphénols ou vitamines dans une expérimentation court terme de 14 
jours : stade des biomarqueurs précoces de la cancérogénèse 
L’objectif de cette première étape était de sélectionner les groupes à tester dans 
l’expérimentation long terme, en se basant sur la modulation des biomarqueurs précoces de la 
promotion du cancer colorectal induite par l’hème. Ces biomarqueurs, corrélés à l’apparition 
de MDF dans les études antérieures du laboratoire, sont au nombre de trois (113, 217). Tout 
d’abord, le dosage des TBARs (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), qui permet de 
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doser les aldéhydes terminaux de la lipoperoxydation dans les fèces, exprimés en équivalent 
MDA (218). Le deuxième biomarqueur est le dosage du DHN-MA (1,4-Dihydroxynonene 
Mercapturic Acid), métabolite stable du 4-HNE excrété dans les urines (219). Enfin, le 
troisième biomarqueur est la cytotoxicité des eaux fécales sur un modèle cellulaire issu de 
carcinomes rectocoliques de souris C57BL/1CRF, les CMT 93. Au moment de la rédaction de 
ce projet de recherche toutes les études antérieures du laboratoire avaient montré que les 
résultats du dosage des TBARs étaient particulièrement bien corrélés avec l’apparition de 
lésions pré-néoplasiques (105, 112, 113, 217). En conséquence, lorsqu’il y avait divergence 
entre les biomarqueurs, ce sont ces données de lipoperoxydation qui nous ont permis de 
sélectionner les groupes pour l’expérimentation long terme.  
Parmis les groupes [DCNO + grenade], [DCNO + extraits de vin rouge], [DCNO + 
extraits de raisin blanc], [DCNO + thé vert], [DCNO + acide carnosique], [DCNO + α-
tocopherol], [DCNO + extraits de romarin] utilisés lors de cette expérimentation court terme, 
nous avons choisi ceux qui diminuaient significativement les TBARs par rapport au groupe 
témoin de charcuterie DCNO : [DCNO + grenade], [DCNO + extraits de vin rouge], et 
[DCNO + extraits de raisin blanc]. Le groupe [DCNO + acide carnosique] augmentait 
significativement les TBARs par rapport au témoin. Comme c’est un additif déjà couramment 
utilisé en industrie, nous avons décidé de le tester en long terme, afin de quantifier l’impact de 
ce composé sur le nombre de lésions prénéoplasiques. Enfin, nous avons choisi le groupe 
[DCNO + α-tocopherol] comme témoin positif, car l’équipe avait déjà montré un effet 
protecteur de ce composé au stade des lésions pré-néoplasiques (article en cours de 
préparation (220)). 
 
2. Validation de l’effet protecteur des polyphénols et vitamines sélectionnés dans une 
expérimentation long terme de 100 jours : stade des lésions pré-néoplasiques 
Ces six régimes : [DCNO], [DCNO + grenade], [DCNO + extraits de vin rouge], 
[DCNO + extrais de raisin blanc], [DCNO + acide carnosique], et [DCNO + α-tocopherol] ont 
été testés chez les rats F344 chimio-induits, lors d’une expérimentation de 100 jours. Tous ces 
régimes contiennent de l’ascorbate. Nous en avons donc conçu un septième : [DCNO sans 
ascorbate] afin de vérifier l’effet de ce composé sur les paramètres étudiés. Le problème est 
important, car la législation impose, de manière systématique, l’ajout d’ascorbate dans toutes 
les charcuteries (81, 82). 
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Afin de répondre à la question soulevée dans l’article 1 sur l’effet des composés N-
nitrosés sur la promotion des MDF, nous avons inclu le dosage de ces composés dans l’étude 
long terme (Nous n’avions pas encore ces résultats au moment de l’étude court terme).  
En définitive, tous les régimes testés ont significativement diminué les TBARs dans 
les fèces, sauf le régime contenant du [DCNO + acide carnosique]. Tous ont significativement 
diminué la quantité d’hème dans les fèces. Parmi les groupes testés, seuls les régimes [DCNO 
+ α-tocopherol], [DCNO + grenade], [DCNO + extraits de vin rouge], et [DCNO sans 
ascorbate] ont significativement baissé le nombre de MDF par rapport au témoin [DCNO]. 
Une constatation importante a été faite : les rats nourris avec ces régimes sont les seuls à ne 
pas excréter de FeNO.  
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b) Article 3: Role of Fe-Nitrosyl in the promotion of colon 
carcinogenesis by processed meat and possible prevention by 
Red Wine, Pomegranate and α-Tocopherol 
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Abstract 
Processed meat intake is associated with 
colorectal cancer risk. We have previously 
shown that the intake of meat, from a dark red 
muscle, cooked and oxidized, and cured with 
sodium nitrite (DCNO), was associated with 
promotion of carcinogenesis in rats. We 
speculated that heme iron from meat catalyzes 
the formation of N-nitroso-compounds and of 
lipid peroxidation end-products and that 
polyphenols from plants would inhibit this 
effect. In a first in vivo study, seven 
polyphenols were added to DCNO that was 
given to rats for 14 days. Fecal and urinary 
lipoperoxidation biomarkers were measured to 
determine the most efficient agents. The five 
selected diets were then given to groups of 
azoxymethane-induced Fischer 344 rats for 
100-days. Colons were scored for precancerous 
lesions: mucin-depleted foci (MDF), and 
biochemical endpoints were measured in fecal 
and urine samples. Results show that DCNO 
with red wine extract (10.0±3.5 MDF/colon, 
10 rats), pomegranate (10.0±6.8, 10 rats) or α-
tocopherol (10.3±3.4, 10 rats) significantly 
decreased the number of MDF per colon, in 
comparison with control DCNO (16.0±5.8, 26 
rats, p<0.01). This protection against the 
promotion of MDF by DCNO was associated 
to the suppression of fecal excretion of Fe-
nitrosyl. This study has thus identified 
nutritional agents of prevention but also 
experimentally identified for the first time the 
subgroup of NOC associated with the 
promoting effect of processed meat. These 
agents might be used to reduce the risk of 
colorectal cancer, without losing the benefit of 
eating meat.  
 
Abbreviations: ACF: Aberrant Crypt 
Foci; ATNC: Apparent N-nitroso Compounds ; 
DCNO: Dark Cooked, Oxidized with sodium 
Nitrite processed meat ; DHN-MA: 
Dihydroxynonene Mercapturic Acid; MDF: Mucin 
Depleted Foci ; TBARs: Thiobarbituric Acid 
Reactive Substances ; ORAC: Oxygen Radical 
Absorbance Capacity  
 
Introduction 
Colorectal cancer is the third most 
common type of cancer worldwide, and the 
second cause of cancer death in affluent 
countries (1). Environmental factors are 
believed to play a role in the development of 
colorectal cancer, and changes in foods habits 
might reduce up to 70% of this cancer burden 
(2). Epidemiological studies showed that 
processed meat intake is closely linked with 
the risk of colorectal cancer (1, 3, 4). Moreover, 
the World Cancer Research Fund panel 
(WCRF), in its 2007 and 2011 reports, 
considers as convincing the colorectal cancer 
risk associated with processed meat and 
recommends avoiding processed meat 
consumption (1, 3). 
 Our team has proposed previously that 
the heme intake could explain the promotive 
effect of processed meat. We showed that 
dietary hemin, mimicking the form of heme in 
processed meat, increased the number of 
azoxymethane-induced aberrant crypt foci 
(ACF) in the colon of rats (5). In 2010, we 
have then shown that freeze-dried cooked 
cured ham diet increased significantly the 
number of mucin depleted foci (MDF) (6). We 
reveal that the difference of form of heme in 
red (hemoprotein) and processed meat (heme 
witout globin) could explain the difference of 
promotive effect between these two kinds of 
meat products (6). Moreover, Santarelli and 
co-workers have recently shown that a model 
of processed meat containing heme and nitrites, 
cooked at 70°C and exposed to air for five 
days at 4°C increased the number of ACF and 
MDF in rats treated with 1,2-
dimethylhydrazine and fed a low-calcium diet 
(7). This kind of dark oxidized cooked meat 
with nitrite (DCNO) corresponds to badly 
packaged cooked ham (7).  
 The promotion of colorectal cancer 
by heme can be, at least in part, explained by 
its catalytic activity on the formation of 
Apparent N-nitroso Compounds (ATNC) and 
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of lipid oxidation endproducts like 4-
hydroxynonenal (8) (9). Apparent N-nitroso 
Compounds (ATNC), which can be formed in 
the gastrointestinal tract by N-nitrosation of 
peptide derived amines or amides, and heme 
iron, which is nitrosylated in processed red 
meat, can be a large part of this ATNC (10) 
(8). The promoting effect of heme iron can be 
also explained by a direct cytotoxic and 
genotoxic effect of heme on epithelial cells. 
Fresh fruits and vegetables contain numerous 
polyphenols, which can inhibit the catalytic 
effect of heme on the formation of ATNC and 
lipid peroxidation endproducts. In a previous 
study, we have shown that calcium, olive oil or 
antioxidants (butylated hydroxyanisole with 
rutin) inhibited the haemin-induced ACF 
promotion, and normalized the faecal TBARs 
and cytotoxicity (5). Several substances like 
vitamin C (ascorbate) and vitamin E ( -
tocopherol) have been shown to inhibit the 
formation of ATNC in vitro and in vivo (11) 
(12). Moreover, propyl gallate, Tannin, Tannic 
acid, t-butyl-hydroquinone, vanillin, 
hydroquinone and thymol has also been shown 
to inhibit nitrosation (11). Besides, one 
chemopreventive mechanism of polyphenols 
could be linked to their antioxidative capacity 
(13). Vulcain and coworkers have 
hypothesized that polyphenols could exert their 
protective action directly in the gastrointestinal 
tract by inhibition of the hemoprotein induced 
lipid peroxidation. They have shown that 
quercetin and α-tocopherol were efficient 
inhibitors of lipid peroxidation initiated by 
dietary iron (metmyoglobin) in mildly acidic 
emulsion, a model mimicking the gastric 
environment found in the early phase of 
digestion (14). In accordance with these 
results, Gorelik et al. have observed an 
important reduction of postprandial 
malondialdehyde in human given red wine 
polyphenols with red meat (15). They assumed 
that important sites of polyphenols action are 
the stomach and the intestine (16). Lorrain et 
al., using a model similar to Vulcain and 
coworkers, have then confirmed the inhibition 
of dietary heme induced lipid peroxidation by 
quercetin, and have shown that rutin, (+)-
catechin, caffeic acid and chlorogenic acid 
were also efficient inhibitors (17). 
This study was designed in order to screen 
a panel of polyphenols, added during the 
manufacturing process of our model of 
processed meat (DCNO), in one 14-day in vivo 
studies. According to Gorelik or Vulcain’s 
results, the aim is to evaluate the effect of 
adding polyphenols on early biomarkers 
associated with promotion of heme-induced 
colorectal carcinogenesis in rats; biomarkers 
mainly correlated to lipid peroxidation. The 
polyphenols selected were then tested to 
investigate their impact on colon 
carcinogenesis promotion by DCNO in a 100-
day study in rats. 
 
Material and Methods 
General design 
Fourteen days study: Animals and design 
Forty three Fisher 344 males rats from Charles 
River (St Germain l’Arbresle, France) were 
distributed individually into metabolic cages. 
They were kept in the temperature of 22°C and 
light-dark cycle. Animal care was in 
accordance with the guidelines of the European 
Council on animals used in experimental 
studies. After 3 days of acclimatization to a dry 
powdered standard AIN76 diet and tap water, 
rats were randomly allocated to eight groups (8 
rats in DCNO group and 5 rats per others 
groups) and fed the experimental diets 
described below during 14 days. Body weights 
were monitored every week. Food and water 
intakes were measured at days 13. Feces were 
collected between days 11 and 12 and frozen at 
−20°C. Urines were collected between days 11 
and frozen at −20°C. Animals were killed on 
days 14. Fecal water samples (preparation 
described below) were analyzed for heme, 
TBARS, cytotoxicity. Urine samples were 
analyzed for DHN-MA. 
Fourteen days study: diets 
Pork processed meats and experimental diets 
were made in a specialized workshop by IFIP-
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Institut du Porc. Freeze drying increases the 
formation of lipid oxidation products in meat 
(18). Thus, processed meat was added as such 
(moist) to an AIN76 base powder [Unité de 
Préparation des Aliments Expérimentaux 
(UPAE), INRA] so that each diet contained 60 
g of processed meat dry matter per 100 g (dry 
weight; Table 1). The positive control chosen 
was DCNO (dark cooked, oxidized with 
sodium nitrite processed meat). This product 
contains 12 mg heme iron/kg, 71 mg nitrites/kg, 
and 500 mg ascorbate/kg. Before 
administration to rats, it was oxidized five days 
was air oxygen, à 4°C. Seven polyphenols 
(pomegranate, extracts of red wine, 
NutriPhywhite grape, green tea, carnosic acid, 
α-tocopherol, and rosemary) were selected and 
added to the process of fabrication of DCNO. 
These seven diet were named as follow: 
[DCNO + Pomegranate]; [DCNO + Red 
Wine]; [DCNO + White Grape]; [DCNO + 
Green tea]; [DCNO + Carnosic Acid]; [DCNO 
+ α-tocopherol] and [DCNO + Rosemary]. 
According to Pierre et al. (19), all diets were 
low calcium (0.27 g calcium phosphate/100 g 
diet) and n-6 fatty acids were provided by 5 
g/100 g safflower oil (MP Biomedicals). All 
diets were sliced as 300g, and each 1,3 thick 
slices was packed under 50CO2/50N2 
protective atmosphere to avoid further lipid 
oxidation, stored at −20°C, and oxidized at 4°C 
five days before utilization. They were given to 
rats (one slice for ten rats) every day around 
5:00 p.m. during 14 days. 
One hundred-day study: Animals and design 
One hundred and six Fisher 344 males rats 
from Charles River (St Germain l’Arbresle, 
France) were housed in stainless steel, wire-
bottomed cage of one rat. They were kept in 
the temperature of 22°C and light-dark cycle. 
Animal care was in accordance with the 
guidelines of the European Council on animals 
used in experimental studies. After three days 
of acclimatization to the animal colony and to 
the AIN76 diet, each rat received a single i.p. 
injection of Azoxymethane (20 mg/kg i.p.; 
Sigma Chemical) in NaCl (9 g/L). Seven days 
later, they were randomly allocated to nine 
groups (26 rats in DCNO group and 10 rats per 
others groups) and fed the experimental diets 
described below. Body weights were 
monitored every week at the beginning and 
every two-week. Food and water intakes were 
measured at days 20 and 80. Feces were 
collected between days 18 and 21, 80 and 91 
and frozen at −20°C. Urines were collected 
between days 74 and 76 and frozen at −20°C 
(each rat was put in a separate metabolic cage 
to collect the urine). Animals were killed on 
days 96 and 98. Colons were removed and 
fixed in 10% buffered formalin (Sigma 
Chemical) between two sheets of filter paper 
with a blinding code. ACF and MDF were then 
scored. Fecal water samples (preparation 
described below) were analyzed for heme, 
TBARS, cytotoxicity and ATNC. Urine 
samples were analyzed for DHN-MA. 
One-hundred-day study: diets 
Six processed meat diets were selected from 
the data of the 14-day study: DCNO (control), 
[DCNO + Pomegranate]; [DCNO + Red 
Wine]; [DCNO + White Grape]; [DCNO + 
Carnosic Acid] and [DCNO + α-tocopherol]. 
Each diet was constituted with 40% of mix 
modified AIN76 powdered and 60% of 
processed meat. They were given separately. 
The mix powder is weighed whereas the 
processed meat is given ad-libitum. The mix 
modified AIN76 powdered (formulated by 
UPAE (INRA)) was a low-calcium diet (2.7 
g/kg calcium phosphate), according to Pierre et 
al (19) with 5 g of safflower oil/100 g of dry 
matter and does not contain casein. N-6 fatty 
acids were provided by safflower oil (MP 
Biomedicals). Processed meats were made by 
Fleury Michon (Pouzauges-France).  
Dark meat was obtained from porcine 
Musculus vastus intermedius, which contains 
11.19±2 mg heme/100g. Cooked meat was 
heated at 70°C for 3 hour in vacuum-sealed 
plastic bags in water bath. Nitrite-treated meat 
was cured with salt (NaNO2) containing 0.6 g 
sodium nitrite/100 g salt (3.20 g sodium 
nitrite/100 g meat). 
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Cooked cured meat contained 2.19g salt/100g 
meat. Erythorbate-treated meat was cured with 
1.4 g Natrium Erythorbate/100 g meat. The 
processed meats were divided into daily 
portions that were stored separately at -20°C in 
air-tight plastic bags with low-oxygen 
permeability (5mL/m
2
/24h/23°C/75% HR). 
The Oxidized meat was cured during 5 days 
before the distribution with opened bags in 
+4°C and shielded from the light. They were 
given to the rats around 5:00 p.m. every day 
during 100 days. 
 
Characterization of processed Meat 
Meat composition 
Processed meats were analyzed for total iron, 
total pigments, nitrosylated pigments, 
(Hornsey, 1956), hexanal (SPME-CPG-MS) by 
an ISO 17025–accredited laboratory 
(LAREAL). Trolox equivalent antioxidative 
capacity TEAC-1 (hydrophilic antioxidants 
(Miller, 1993)), MDA (HPLC), and 
TBARs(acidic extraction) were measured by 
ADIV. ORAC of meats was measured by 
NATUREX (Dr. Flanagan). 
Hexanal concentration in the meat products 
Hexanal was selected as a specific and reliable 
marker of secondary products of lipid 
oxidation in meat products. It was analyzed by 
gas chromatography of the volatile compounds 
sampled in the headspace of the samples 
dispersed in phosphate buffer equilibrated at 
37°C, with a solid-phase micro-extraction fiber 
(20, 21). Fiber coated with 
polydimethylsiloxane (PDMS; 100-μm film 
thickness; Supelco) or carboxen/PDMS (75-
μm film thickness; Supelco) was used 
according to the required sensitivity, which 
depended on the sample and its oxidation level. 
The quantification was achieved through 
standard addition method as follows: 500 mg 
of ground samples were weighted in headspace 
vials and 3 mL of 0.1 mol/L phosphate buffer 
(pH 6.0) containing known amounts of hexanal, 
added in each vial. For every meat product, six 
concentrations of hexanal were added to obtain 
hexanal amounts varying from 0 to 30 μg with 
PDMS fiber and 0 to 4.4 μg for 
carboxen/PDMS fiber. The tightly sealed vials 
were equilibrated for 30 minutes at 37°C under 
magnetic stirring. The solid-phase micro-
extraction fiber was then exposed in the 
headspace for 5 minutes at 37 ± 1°C. Gas 
chromatography analysis was then done as 
described by Villiere et al. (20). Peak areas of 
hexanal were integrated, and the volatile 
concentrations in the samples (pg/g) were 
calculated from linear regressions that included 
the area measured with the sample with no 
addition of known amount of hexanal (six 
concentrations per sample). Final values were 
means of two determinations. 
 
Fecal and urinary measures 
Preparation of fecal water 
Fecal pellets were collected under each cage 
for 24h of one rat, 11 days after the beginning 
of the fourteen days study and 88 to 91 days of 
the one-hundred-day study. Preparation of 
fecal water was achieved by adding 1 mL of 
distilled water to 0.42g of crushed feces. 
Samples were then incubated at 37°C for one 
hour, mixed every 20 min, followed by 
centrifugation at 20 000g for 15 min. The 
aqueous phase (supernatant) which is fecal 
water was collected and conserved at -20°C 
until use. 
TBARs in fecal water 
We measured characteristics of fecal water 
because, according to bile acids studies, the 
soluble fraction of colonic contents would 
interact more strongly with mucosa than the 
insoluble fraction (22). We measured 
Thiobarbituric Acid Reactive Substances 
(TBARs) as a global measure of lipid 
peroxidation endproducts. TBARs were 
measured in fecal water according to Ohkawa 
et al., (23) as previously described (19), and 
results ere given in MDA equivalents. 
Heme in fecal water 
Heme content of fecal water was measured by 
fluorescence according to Van den Berg et al 
(24), as previously described (19). 
Cytotoxicity assay 
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Cancerous mouse colonic epithelial cell line, 
CMT 93 (European Collection of Animals cell 
Culture) were seeded into 96-well culture 
plates at a seeding density of 8*10
3
 cells per 
well in Dulbecco-modified essential medium 
(DMEM) supplemented with 10% (v/v) fetal 
calf sera, 1% (v/v) penicillin/streptomycin. 
After 24h, culture medium was then replaced 
by fecal waters diluted 10-fold in the culture 
medium without fetal calf sera and filtered 
(0.22 µM). Untreated control wells were wells 
with culture medium without fetal calf sera. 
After 24h of contact, cells were washed with 
phosphate-buffered saline (PBS). Cytotoxicity 
was quantified by the 3-(4,5-dimethyldiazol-2-
yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide test 
(MTT) at 0.9mg/ml in PBS. The reaction 
product was solubilized in 100µl lysis buffer 
(SDS 10%, NaOH 0.1M) before color of 
reaction product was quantified using a plate 
reader at 570 nm and 690 nm.  
DHN-MA in urine 
The 24-hour urine was collected under each 
metabolic cage of one rat, 11 to 12 days after 
the beginning of the fourteen days study and 
74 to 76 days of the one-hundred-day study. 
DHN-MA assay was done by competitive 
enzyme immunoassay as previously described, 
using DNH-MA-linked acetylcholinesterase 
enzyme (25) (26).  
Apparent total N-nitroso compound analysis  
ATNC, as Apparent total N-nitroso compound, 
were analyzed using a modification of the 
method previously used (27), using an 
Ecomedics CLD 88 Exhalyzer (Ecomedics, 
Duernten, Switzerland). 500 µl of a 5% 
(wt/vol) sulfamic acid solution was added to 
100 µl of fecal water to remove nitrite and 
samples were injected into a purge vessel kept 
at 60°C and filled with a standard tri-iodide 
reagent (28) (38 mg I2 was added to a solution 
of 108 mg KI in 1 ml water; to this mixture, 
13.5 ml glacial acetic acid was added) to 
determine total ATNC. To determine 
mercury(II) stable compounds, 100 µl 10 mM 
aqueous HgCl2 was added prior to analysis; to 
determine mercury(II) and ferricyanide stable 
compounds, 100 µl each of 10 mM aqueous 
HgCl2 and 10 mM aqueous K3Fe(CN)6 
solution were added prior to analysis. RSNO 
were determined as the difference between 
total ATNC and mercury(II) stable ATNC; 
FeNO was determined as difference between 
mercury(II) stable ATNC and mercury(II) and 
K3Fe(CN)6 stable compounds. Other ATNC 
were determined as mercury(II) and 
K3Fe(CN)6 stable compounds. The values are 
the concentration (in µM), measured in 100 µL 
of your sample. ATNC are total nitroso 
compounds, RS-NO nitroso thiols and Fe-NO 
nitrosyl haem. The difference between ATNC 
and RS-NO + Fe-NO is other types of nitroso 
compounds such as N-Nitroso or O-Nitroso 
compounds. 
 
ACF and MDF assays 
Rats were killed by CO2 asphyxiation in a 
random order at day 96 to 98. Colons were 
coded, fixed in 10% buffered formalin (Sigma 
Chemical) between two sheets of filter paper 
with a blinding code and scored by Bird’s 
procedure (29). Colons stained with methylen 
blue, the number of ACF per colon, and of 
crypts per ACF, were counted under light 
microscope at x40 magnification, blinded for 
the origin of the colon. 
Colons were then stained with the high-iron 
diamine alcian blue procedure. The number of 
MDF per colon and the number of crypts per 
MDF were counted under light microscope at 
x40 magnification, blinded for the origin of the 
colon. MDF scoring criteria were focus 
without or very little apparent mucin, and two 
of the following: crypts with distorted lumen, 
elevated lesion above the mucosa level, two or 
more crypts per focus (30). 
 
Statistical analysis 
Results were analyzed using Systat 10 software 
for Windows, and all data were reported as 
mean ± SD. Values were considered firstly 
using one-way ANOVA. If a significant 
difference was found between groups (P < 
0.05), comparison of each experimental group 
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with the control group was made using Dunnett's test.  
Results 
Fourteen-day study: screen of polyphenols 
General observation 
The final body weight of rats was 180.7±13.6 
g, without significant difference between 
groups. Rats fed with [DCNO + red wine] ate 
significantly more than all others groups 
(p<0.001) (10.7±0.68g/24h for [DCNO + red 
wine] group versus 6.33±1.37g/24h in average 
for all other groups). There was no significant 
difference in water consumption between 
groups.  
Fecal cytotoxicity and lipid peroxidation 
biomarkers 
Dark cooked, oxidized with sodium nitrite 
processed meat (DCNO) was previously 
shown to increase urinary and fecal water 
peroxidation, early biomarkers of heme-
induced colon carcinogenesis (7). This was 
correlated with a significant increase of the 
number of carcinogen-induced precancerous 
lesions, ACF and MDF. In this short term 
study, we have screened seven polyphenols, 
added to DCNO (pomegranate, extracts of red 
wine, white grape, green tea, carnosic acid, α-
tocopherol, and rosemary). Fecal water from 
[DCNO + pomegranate], [DCNO + red wine], 
and [DCNO + white grape] diets contained two 
times less lipid peroxidation endproducts than 
DCNO alone (table 1). Surprisingly, fecal 
water from [DCNO + carnosic acid] diet 
contained two times more lipid peroxidation 
endproducts than DCNO alone (table 1). These 
variations of fecal water lipid peroxidation had 
no effect on cytotoxicity of these fecal waters 
(table 1). All groups decreased urinary 
lipoperoxidation, measured by 1,4-
dihydroxynonane mercapturic acid (DHN-
MA), the major metabolite of 4-
hydroxynonenal but only [DCNO + Rosemary] 
diet was significantly different from DCNO 
diet (table 1). Fecal water from all diets, except 
[DCNO + α-tocopherol], and [DCNO + 
Rosemary] contained 1.5 to 3 times less heme 
than DCNO diet (table 1). 
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Choice of polyphenols for the 100-day study 
In previous studies, we have shown that 
fecal water lipid peroxidation was well 
correlated to the number mucin depleted 
foci (31) (6) (7). We have thus chosen the 
three diets which significantly decreased 
TBARs in fecal water: [DCNO + 
pomegranate], [DCNO + red wine], and 
[DCNO + white grape]. We have also 
chosen [DCNO + carnosic acid], which 
increased TBARs in fecal water, in order 
to know if consumption of carnosic acid 
with processed meat was promoter of 
colorectal cancer. For the last one, we have 
chosen [DCNO + α-tocopherol] because 
we had previously shown a protective 
effect of α-tocopherol, and we wanted to 
determine if this compound was effectively 
protective or not (32).  
In summary, we have chosen [DCNO + 
pomegranate], [DCNO + red wine], 
[DCNO + white grape], [DCNO + carnosic 
acid], and [DCNO + α-tocopherol] groups 
for the long-term study.  
 
One-hundred-day study: preneoplasic 
lesions stage 
General observation 
The final body weight of rats was 343±19g 
without significant difference between groups 
except [DCNO + carnosic acid] which final 
body weight was significantly lower than all 
others groups (321±16g). This group, [DCNO 
+ carnosic acid] ate and drank less than all 
others groups, and had diarrhea. All rats ate 
between 12±1.1g/24g ([DCNO + carnosic 
acid]) and 13g±0.9g/24h ([DCNO + α-
tocopherol]). Although the difference between 
these two groups was significant (p=0.034), 
there wasn’t any significant difference of food 
consumption between all other groups 
(p=0.225). In contrary, there was significant 
differences in water consumption (p<0.0001). 
Rats drank between 21.4±2.1g/24h ([DCNO + 
carnosic acid]), and 27±2g/24h ([DCNO + α-
tocopherol]). The group [DCNO + α-
tocopherol] and [DCNO + white grape], drank 
significantly more water than all others groups. 
The group [DCNO + carnosic] acid drank 
significantly less water than all groups except 
DCNO, and [DCNO + red wine].  
Characterization of diets 
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 
is a measure of antioxidant capacity of 
samples. All polyphenols increased antioxidant 
capacity from three times to 1,2 times more 
than DCNO (table 2). From the most 
antioxidant diet to the least, we have: [DCNO 
+ Carnosic Acid] > [DCNO + Red Wine] > 
[DCNO + White Grape] > [DCNO + 
Pomegranate] > [DCNO + α-tocopherol]. 
Heme and NO from nitrite can form nitrosyl 
heme (10), and we speculated that nitrosyl 
heme is the promoting factor in processed 
meat. Presence of polyphenols does not change 
a lot the quantity of nitrosylated haem in diet 
(table 2). All polyphenols decreased a lot meat 
peroxidation, measured by hexanal 
concentration (table 2). 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Les polyphénols, agents protecteurs de la promotion du cancer colorectal 
induite par l’hème – Article 3 
 
~ 135 ~ 
 
 
 
Fecal cytotoxicity and lipid peroxidation 
biomarkers 
As in the short term study, fecal water 
from rats fed with [DCNO + pomegranate], 
[DCNO + red wine], and [DCNO + white 
grape] contained 1.5 to 2 times less lipid 
peroxidation endproducts and about 1.5 
less heme than DCNO alone (table 3). 
[DCNO + carnosic acid] contained more 
lipid peroxidation endproducts than DCNO, 
thus it was not significant. It was 
associated with an important increase of 
cytotoxicity for this group (table 3). 
Moreover, [DCNO + α-tocopherol] 
significantly decreased lipid peroxidation 
endproducts and heme in fecal water in 
comparison with DCNO. All diet 
decreased urinary lipoperoxidation, and it 
was significant for [DCNO + pomegranate], 
[DCNO + carnosic acid], and [DCNO + α-
tocopherol] (table 3).  
 
 
 
 
 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Les polyphénols, agents protecteurs de la promotion du cancer colorectal induite 
par l’hème – Article 3 
 
~ 136 ~ 
 
Fecal N-Nitroso Coumpounds (ATNC) 
Fecal ATNC was decreased in all groups, and was totally abolished in [DCNO + α-tocopherol] diet. 
Total ATNC followed this order: [DCNO + White Grape] > [DCNO + Carnosic Acid] > [DCNO + 
Pomegranate] > [DCNO + Red Wine] > [DCNO + α-tocopherol]. The repartition of ATNC was 
different between groups: DCNO contained 2% of nitroso thiols (RS-NO), 8% of nitrosyl iron (Fe-
NO), and 90% of others N-Nitroso Compounds. [DCNO + White Grape] and [DCNO + Carnosic 
Acid] contain only nitrosyl iron (Fe-NO). [DCNO + Pomegranate and [DCNO + Red Wine] contain 
only nitroso thiols (RS-NO) (figure 1). The presence of Fe-No was observed only in DCNO and 
[DCNO + White Grape] and [DCNO + Carnosic Acid]. 
 
 
Aberrant crypt foci (ACF) and mucin 
depleted foci (MDF) 
In our previous study, DCNO significantly 
increased the number of ACF and MDF in rat 
colon, in comparison with control diet (7). In 
the present study, all diets decreased the 
number of MDF per colon in comparison with 
DCNO diet, and the decrease was significant 
for three groups: [DCNO + pomegranate], 
[DCNO + red wine], and [DCNO + α-
tocopherol] (table 4). There was no difference 
between groups on the number of ACF (table 
4). Nevertheless, MDF are better predictor of 
colon carcinogenesis than ACF. They present 
the adenomatous polyposis coli (Apc) mutation, 
considered to be one of the earliest event in the 
initiation and promotion of colorectal cancer, 
with a frequency similar of that of tumors (33). 
Thus pomegranate, extract of red wine, and α-
tocopherol are inhibitor of the apparition of 
MDF, induced by DCNO diet.  
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Discussion 
 In this study, we have demonstrated that 
the processed meat DCNO induced promotion 
of MDF formation previously shown by 
Santarelli et al (7), was inhibited by three 
polyphenols: extract of red wine, pomegranate, 
and α-tocopherol.  
 As regards α-tocopherol (or vitamin E), 
this study is the second experiment showing a 
protection of the DCNO induced MDF 
formation (7, 32). This protective effect was 
also confirmed in healthy volunteers (7, 32). 
Thus, there are now three independent studies 
showing a protection of cured meat induced 
promotion of early biomarkers of colorectal 
cancer by α-tocopherol. Moreover, we have 
shown in this study that α-tocopherol totally 
inhibited the formation of fecal ATCN (figure 
1). And yet ATNC may be particularly 
implicated in the promotion of colorectal 
cancer by processed meat (34) (35) (7). 
 There are some differences between the 
short-term study and the long term study. This 
is due to the inevitable variability of the in vivo 
experiments. Nevertheless, even if α-
tocopherol has no effect in the short term study, 
the long term study confirms our previous 
results, as expected. Diet with extract of white 
grape was promising, and decrease early 
biomarkers of heme-induced carcinogenesis, 
but its action doesn’t seem enough strong to 
decrease MDF in the long term study. It may 
be relevant to test this compound again in a 
future study. Besides, it is heartwarming to see 
that carnosic acid, an additive already used in 
industry, does not promote the formation of 
MDF in the long-term study. Even if this 
compounds has shown have anticancer 
properties (36), it do not seem efficient in the 
promotion of heme-induced colon 
carcinogenesis.  
 Two types of precancerous lesions 
provide evidence of carcinogenesis promotion: 
ACF and MDF (29) (30). Results between 
these two endpoints are often discordant (7, 
32). Even if we decided to show both ACF and 
MDF data, because ACF had been already 
used in more than a thousand published study 
(37), we have chosen to focus on MDF results 
to conclude on the promotion of colon 
carcinogenesis. Indeed, Like tumors in the 
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majority of human cases, and in Apc
Min/+
 mice, 
MDF of rats show activation of Wnt signaling 
driven by mutations in Apc and beta-catenin 
gene (33). Thus, theses microscopic dysplastic 
lesions seem to be better predictors of 
colorectal cancer than ACF (30).  
Antioxidant activity can refers to both 
the ability of polyphenol compounds to prevent 
damage from reactive oxygen species through 
radical scavenging or to prevent generation of 
these species by binding iron (38). Radical 
scavenging by polyphenols is the most widely 
published mechanism for their antioxidant 
activity (38). In this radical scavenging 
mechanism, polyphenols sacrificially reduce 
ROS/RNS, such as •OH, O2•-, NO•, or 
OONO- after generation, preventing damage to 
biomolecules or formation of more reactive 
ROS (38). Here, all polyphenols decrease meat 
peroxidation (table 2), confirming their 
antioxidant capacity. Several assays, such as 
the measure of oxygen radical absorbance 
capacity (ORAC), are commonly used to study 
the radical-scavenging ability of polyphenols. 
Total ORAC for each polyphenol diet had been 
quantified (table 2), and the differences were 
not correlated to the MDF results. Indeed, 
ORAC of α-tocopherol diet, which decreases 
MDF formation, is two times lower than diet 
with carnosic acid, which doesn’t have 
significant effect on MDF. This point is in 
favor the second hypothesis: polyphenols may 
bind reactive iron. Several factor comfort this 
point: Heme from red and processed meat 
promotes colorectal cancer by the catalyze of 
(i) the lipoperoxidation of lipids from foods, 
leading to the formation of aldehydes like 4-
hydroxynonenal, and (ii) the formation of 
Apparent N Nitroso Compounds (ATNC) (8). 
And for extracts of Red Wine, Pomegranate, 
and α-tocopherol diets, a significant decrease 
of fecal water lipid peroxidation endproducts 
and an important decrease of total ATNC (total 
in the case of α-tocopherol) was associated 
with a significant decrease of heme iron in 
fecal water, and a significant decrease of MDF 
number, in comparison with DCNO diet. As 
the quantity of nitrosyl haem was equivalent in 
all diets, these results could be explained by a 
chelation of heme by extract of red wine, 
pomegranate, and α-tocopherol in theses diets. 
Another argument is that there is no nitrosyl 
iron (Fe-NO) in the feces of [DCNO + Red 
Wine] and [DCNO + Pomegranate] groups 
(they contain 100% of nitroso thiols). 
Inversely, [DCNO + Carnosic Acid] and 
[DCNO + White Grape] groups contain 100% 
nitrosyl iron in their feces. Kuhnle and 
coworkers have demonstrated that nitrosyl 
heme is the main source of nitrosyl iron (39). 
This may explain why there is no decrease of 
MDF with these groups: we could suggest that 
all haem iron is not chelated by these two 
polyphenols.  
Chelation of heme iron by polyphenols 
is in line with results of the literature. It has 
been shown that α-tocopherol was a good 
inhibitor of metmyoglobin-induced 
peroxidation of linoleic acid (14). Moreover, in 
a model of heme-induced lipid-peroxidation in 
gastric conditions, Lorrain and coworker have 
shown that, among others polyphenols, +(-) 
catechins (presents in extract of red wine), and 
in a lesser extent, α-tocopherol inhibited the 
accumulation of conjugated dienes (17). 
Besides, punicalagin and ellagic acid, 
polyphenols from pomegranate contain a high 
per molecule number of catechols groups, and 
has ability to form iron chelates (40) (41). At 
last, several study have shown an inhibition of 
heme induced lipid peroxidation by red wine, 
either in the stomach of rats, or in models of 
gastric compartiment (16) (42) (43). All these 
arguments are in favor of an explanation of a 
protective effect of polyphenols in processed 
meat by chelation of heme, and thus inhibition 
of formation of genotoxic and cytotoxic lipid 
peroxidation endproducts and ATNC in the 
gastrointestinal tract.  
In conclusion, we have shown that 
incorporation of protective polyphenols 
(extract of red wine, pomegranate, and α-
tocopherol) inhibited the promoting effect of 
processed on preneoplasic lesions in 
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carcinogen-induced rats. This opens some 
perspectives of protective strategies against 
colorectal cancer by adding protective 
nutrients to the process of cured meat. Like 
ascorbate since 1976, theses polyphenols could 
be systematically added in all processed meat, 
allowing thus a protection of every category of 
population, even people who do not care 
nutritional recommendations. Moreover, safer 
processed meat would be a preferable 
alternative to the international recommendation, 
which recommend to totally “avoid processed 
meat” in our diet, which would likely destroy 
cured meat industry. 
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c) Complément à l’article 3: le rôle du curcuma 
Lors de l’expérimentation en long terme, un autre groupe a également été testé : le 
groupe consommant de la charcuterie [DCNO + curcuma]. Ce groupe n’a pas été intégré dans 
l’article car il a pour vocation de venir compléter les expérimentations in vitro actuellement 
effectuées au laboratoire.  
Dans notre expérimentation in vivo, le régime [DCNO + curcuma] baisse 
significativement le nombre de MDF par côlon et les TBARs dans l’eau fécale, par rapport au 
régime [DCNO] (tableau 5). Il n’y a pas de baisse de l’hème dans les fèces. Par contre, 
comme dans les quatre autres régimes qui diminuent significativement la formation de MDF, 
on ne retrouve pas de FeNO dans les fèces des rats ayant consommé le régime [DCNO + 
curcuma] (tableau 5). 
  [DCNO] [DCNO + Curcuma] 
Nombre de rats 26 10 
Nombre de MDF par côlon 16 ± 5,77 10,2 ± 4,92** 
Hème dans l’eau fécale 
(nmol/24h) 
238,4 ± 83,6 241,6 ± 88,8 
TBARs dans l’eau fécale 
(équivalent MDA, nmol/24h) 
153,03 ± 16,04 112,6 ± 18,8*** 
Composés N-nitrosés dans 
l’eau fécale (µM) 
FeNO : 18,3 
RSNO : 4,3 
Autres : 204,4 
Total : 227,1 
FeNO : 0 
RSNO : 48,8 
Autres : 131,5 
Total : 180,3 
Tableau 5 : Comparaison des régimes [DCNO] et [DCNO + Curcuma] de l’expérimentation 
long terme de l’article 3 
* Significativement différent du régime DCNO (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) 
 
d) Discussion 
Nous avons montré ici que cinq régimes diminuent significativement la promotion de 
la formation de MDF en présence d’une charcuterie modèle cuite, nitritée et riche en hème, le 
DCNO. Ces régimes sont : [DCNO + grenade], [DCNO + extrait de vin rouge], [DCNO + α-
tocophérol], [DCNO + curcuma], et [DCNO sans ascorbate]. Les deux autres régimes [DCNO 
+ acide carnosique] et [DCNO + extraits de raisin blanc] diminuent le nombre de MDF 
formés, mais de façon non significative, cela est plutôt rassurant car l’acide carnosique est 
déjà utilisé dans l’industrie (221).  
Le régime [DCNO + α-tocophérol] est protecteur dans cette étude, ce qui confirme les 
résultats obtenus précédemment par le laboratoire, au stade MDF chez des rats chimio-induits, 
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et au stade des biomarqueurs précoces (TBARs) chez des volontaires sains (220). L’effet 
protecteur de l’α-tocophérol (vitamine E) sur la cancérogénèse colorectale est donc démontré 
dans deux études animales indépendantes. Ces résultats prometteurs sont à associer aux 
résultats obtenus par le laboratoire chez des volontaires sains. En effet, une étude en 
collaboration avec le Centre de Recherche en Nutrition Humaine de Clermont-Ferrand avec 
des charcuteries modèles identiques à celles utilisées lors des études animales a permis de 
démontrer que l’α-tocophérol était protecteur contre l’augmentation des TBARs fécaux chez 
l’Homme. Le niveau de preuve concernant l’ α-tocophérol est donc suffisant pour que l’on 
puisse envisager de le proposer comme stratégie de modification de fabrication des 
charcuteries. Toutefois, il faut auparavant s’assurer de l’absence d’effet secondaire. Chez les 
volontaires sains, la dose efficace était de 80 mg par jour. Or le rapport Bernier sur les limites 
de sécurité des vitamines et minéraux concluait à l’absence d’effets secondaires de la vitamine 
E, même à des posologies élevées pendant une période prolongée (quelques effets indésirables 
notés entre 400 et 2000 mg) (222). De plus, des doses similaires de vitamine E ont été 
administrées sans effet secondaire notable pendant de longues périodes à des cohortes 
importantes dans des études d’intervention publiées. Ainsi 200 mg/j de vitamine E ont été 
administrés à 20 000 femmes pendant 10 ans sans effets secondaires (223). 
Les différents dosages que nous avons effectués dans les eaux fécales des rats (dosage 
de l’hème, des TBARs, et des composés N-nitrosés) nourris avec les différents régimes, nous 
permettent d’affiner notre compréhension des mécanismes impliqués (tableau 6). En effet, 
nous avions trois hypothèses de départ pour expliquer l’effet protecteur des polyphénols et 
vitamines : une chélation de l’hème, une inhibition de la lipoperoxydation, ou une inhibition 
de la nitrosation/nitrosylation) (figure 15 p.60).  
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Absence 
d’ascorbate 
α-tocophérol 
Extraits 
de vin 
rouge 
Grenade Curcuma 
Extrait 
de 
raisin 
blanc 
Acide 
carnosique 
Lipoperoxydation 
(TBARs) 
      - 
Hème 
(dans les fèces) 
    -   
Nitrosylation 
(FeNO) 
     - - 
Nombre de MDF      - - 
Tableau 6 : Récapitulatif des effets des polyphénols et vitamines testés sur la baisse de la 
lipoperoxydation, de la quantité d’hème dans les fèces, de la nitrosylation, et de la 
formation de MDF  
: baisse significative du biomarqueur correspondant 
 
La quantité d’hème dans les fèces diminue significativement dans tous les régimes 
testés sauf le [DCNO + curcuma]. Donc, cette condition semble être : 
- Ni suffisante : les régimes [DCNO + extraits de raisin blanc] et [DCNO + acide 
carnosique] diminuent l’hème mais pas le nombre de MDF ; 
- Ni nécessaire : le régime [DCNO + curcuma] est protecteur, mais ne diminue pas 
la quantité d’hème mesurée dans les fèces.  
Tous les régimes protecteurs diminuent la lipoperoxydation dans les fèces (mesurée 
par le dosage des TBARs). Mais c’est aussi le cas du régime [DCNO + extrait de raisin blanc], 
groupe qui ne diminue pas significativement le nombre de MDF formés. Donc la diminution 
de la lipoperoxydation n’est pas une condition suffisante pour inhiber la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème chez les rats chimio-induits.  
Enfin, le dénominateur commun entre tous les régimes qui inhibent la formation de 
MDF est l’absence de FeNO dans les composés N-Nitrosés formés. Le FeNO est issu de la 
nitrosylation du fer, et en particulier du fer héminique. Il est le principal composé N-nitrosé 
formé en présence d’hème (85). Dans l’article 2, nous avions observé que seuls les régimes 
promoteurs de la formation de MDF contenaient du FeNO. Ces régimes étant aussi les seuls 
contenant de l’hémoglobine, la présence de FeNO était cohérente avec les résultats de Kuhnle 
(85). De plus, étant donné l’absence totale d’effet dose, nous avions formulé deux 
hypothèses : soit les composés N-Nitrosés ne jouent pas sur la formation de MDF, et ce sont 
d’autres facteurs (la lipoperoxydation et l’effet direct de l’hème) qui interviennent dans l’effet 
promoteur des régimes contenant de l’hémoglobine, soit une seule sorte de composés N-
nitrosés, le FeNO, formé en présence d’hème, est cancérogène. Ici, tous les régimes 
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contiennent la même quantité d’hème au départ (116 ± 22 mg/kg), mais le FeNO est absent 
des régimes qui diminuent significativement le nombre de MDF. Nous avons vu que, ni la 
baisse la lipoperoxydation, ni la diminution de l’hème dans les fèces n’étaient des conditions 
suffisantes à l’inhibition de la formation de MDF. Ces éléments privilégient la première 
hypothèse. L’inhibition de la formation de FeNO est une condition qui semble être nécessaire 
à l’inhibition de la promotion de la formation de MDF induite par l’hème chez les rats 
chimio-induits. Pour savoir si elle est suffisante, il faudrait ajouter un régime qui ne diminue 
pas la lipoperoxydation tout en empêchant la formation de FeNO. Ce groupe permettrait 
également de déterminer si la baisse de la lipoperoxydation est une condition nécessaire ou 
non à l’inhibition de la formation de MDF. En définitive, même si cela reste une supposition 
pour la viande rouge, il nous semble avoir identifié, pour la charcuterie, le sous-groupe de 
composés N-nitrosés responsable de la promotion du cancer colorectal induite par l’hème : le 
FeNO.  
Ces données suggèrent que caractériser les composés N-nitrosés lors des 
expérimentations en court terme aurait peut-être été un choix plus approprié que les TBARs 
pour sélectionner les polyphénols à tester en long terme. Cela est confirmé par un résultat que 
nous avons obtenu après la mise en place de ce protocole qui montre que l’apparition de MDF 
n’était pas corrélée au dosage des TBARs, dans un cas où les rats étaient nourris avec de la 
charcuterie (207). Cet aspect important sera donc à prendre en compte lors des prochaines 
expérimentations en court terme, en particulier si c’est de la charcuterie qui est donnée aux 
animaux.  
Enfin, l’analyse du régime sans ascorbate est très révélatrice. En effet, la législation 
actuelle impose d’ajouter de l’ascorbate dans toutes les charcuteries, pour prévenir les 
réactions de nitrosation au niveau stomacal (83). Cette législation fait suite aux travaux 
effectués par S. Mirvish entre 1975 et 1986, montrant une inhibition de la formation de 
composés N-nitrosés par l’ascorbate (81, 224, 225). Or ici, on observe que l’ascorbate 
diminue bien globalement la formation de composés N-nitrosés formés (35% de diminution 
par rapport au DCNO), mais que la composition de ces derniers est différente d’un régime à 
l’autre : les fèces des rats ayant consommé de la charcuterie sans ascorbate ne contiennent pas 
de FeNO, alors celles des rats ayant consommé de la charcuterie avec ascorbate (DCNO) en 
contiennent 8%. Ces 8% de FeNO semblent être essentiels à la promotion de la formation de 
MDF. Ces résultats montrent que l’ajout d’ascorbate, non seulement augmente le nombre de 
MDF formés, mais semble même être l’ingrédient nécessaire à la formation de FeNO lors de 
ETUDES REALISEES ET RESULTATS 
Les polyphénols, agents protecteurs de la promotion du cancer colorectal induite 
par l’hème 
 
~ 145 ~ 
 
la consommation de charcuterie. Ce fait reste à vérifier dans une étude indépendante. 
Toutefois la justification de la législation actuelle concerne surtout le risque de cancer de 
l’estomac associé à la consommation de nitrosamines. Il faudra donc intégrer la notion de 
bénéfice (cancer du côlon) – risque (cancer de l’estomac) avant toute remise en cause de cette 
législation. 
L’ajout de polyphénols ou de vitamines dans la charcuterie avec ascorbate dans le but 
de diminuer son effet promoteur permettrait donc ainsi de diminuer le risque de cancer 
colorectal, tout en gardant la protection contre le cancer de l’estomac.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
1)  Bilan des principaux résultats  
L’hypothèse de départ de ce travail de thèse, résumée dans la revue « Heme iron from 
meat and risk of colorectal cancer: a meta-analysis and a review of the mechanisms 
involved » (111) (cf article 1 page 43), était que l’hème était le candidat le plus probable pour 
expliquer la promotion du cancer colorectal induite par les viandes rouges et les charcuteries. 
Trois mécanismes d’actions avaient été proposés : un effet direct de l’hème sur les cellules 
épithéliales, et un effet catalytique dans le contenu luminal de l’hème sur la lipoperoxydation 
d’une part, et la nitrosation/nitrosylation d’autre part.  
A partir de ces données, l’objectif de ce travail était triple. Tout d’abord, il s’imposait 
de vérifier le rôle de l’hème dans la promotion du cancer colorectal induite par les viandes, 
pour valider notre hypothèse de départ. Nous avions pour objectif d’aller jusqu’au stade 
tumoral, afin de démontrer son effet promoteur. Dans un deuxième temps, nous souhaitions 
approfondir la connaissance des mécanismes impliqués dans la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème, pour pouvoir, en troisième lieu, trouver des stratégies de 
prévention. La finalité de ce travail est de diminuer le risque de cancer colorectal chez les 
consommateurs de viandes rouges et de charcuteries.  
Pour répondre à ces objectifs, nous avons utilisé plusieurs modèles complémentaires in 
vitro et in vivo. Les rats F344 chimio-induits permettent d’aller jusqu’au stade des lésions 
prénéoplasiques, et notamment des MDF, qui présentent des mutations sur le gène Apc 
similaires à celles observées dans les tumeurs coliques et une transition histopathologique 
similaire à la situation humaine (182-184). Ce modèle permet de tester une dizaine de groupes 
sur une expérimentation de 100 jours, et nous a été très utile pour étudier les différentes 
hypothèses impliquées dans la promotion du cancer colorectal induite par les viandes, et les 
différents polyphénols potentiellement protecteurs. Les souris Min, mutées sur le gène Apc, 
sont complémentaires du modèle précédent, et ont l’avantage de permettre d’aller jusqu’au 
stade tumoral et de travailler dans un contexte génétique défini et comparable à la situation 
humaine (194). Nous avons utilisé la complémentarité de ces deux modèles in vivo pour 
confirmer l’effet promoteur de l’hème sur le cancer colorectal. Enfin, notre modèle cellulaire 
est constitué de deux lignées, mutées ou non sur le gène Apc (201). Complémentaire de nos 
modèles in vivo, ce modèle nous a permis d’étudier les stades précoces de la promotion du 
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cancer colorectal induite par l’hème in vitro dans un contexte génétique défini et comparable 
d’une part à nos modèles animaux, et d’autre part à la situation humaine.  
Au final, les résultats ressortant des études sur ces trois modèles, présentés ci-dessous, 
peuvent être classés en trois parties : la démonstration du rôle majeur de l’hème, les avancées 
dans les mécanismes impliqués, et les stratégies de prévention (figure 27) : 
 
 Rôle majeur de l’hème dans la promotion du cancer colorectal induite par les 
viandes 
o Parmi les trois composés de l’alimentation (amines hétérocycliques, 
nitrites/nitrates et fer héminique) identifiés par l’épidémiologie comme 
pouvant être responsables de la promotion du cancer colorectal induite par les 
viandes rouges et les charcuteries (50), seul l’hème est associé à la promotion 
des MDF chez les rats chimio-induits. 
o Un régime riche en hémoglobine (2,5%) augmente significativement la surface 
tumorale intestinale chez la souris Min.  
 
 Les hypothèses mécanistiques envisagées 
o Catalyse de la lipoperoxydation 
 Les aldéhydes jouent un rôle important dans la mort cellulaire des 
cellules mutées sur Apc : lorsque l’on piège les aldéhydes dans les eaux 
fécales issues de rats ayant consommé un régime riche en hème, on 
obtient une diminution de 30% de la peroxydation lipidique (TBARs), 
associée à une baisse de près de 50% de la cytotoxicité chez les Apc
Min/+
. 
 Le 4-HNE et le 4-HHE sont nettement plus cytotoxiques, et pro-
apoptotiques chez les cellules Apc
+/+
 que chez les Apc
Min/+
. Cela suggère 
un rôle promoteur de ces aldéhydes. De plus, ces aldehydes sont 
également plus génotoxiques sur les Apc
+/+
, ce qui nous permet de 
proposer un rôle initiateur de ces composés.  
 Les mécanismes de mort cellulaire due au 4-HNE seraient différents 
chez les Apc
+/+ 
et chez les Apc
Min/+. L’apoptose caspase-dépendante ne 
semble jouer aucun rôle dans la cytotoxicité du 4-HNE sur les Apc
+/+
, 
alors qu’elle paraît responsable de 20 à 30% de la cytotoxicité chez les 
Apc
Min/+
.  
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 L’inhibition de la lipoperoxydation ne suffit pas à inhiber la formation 
de MDF chez des rats chimio-induits nourris avec un modèle de 
charcuterie.  
o Effet direct de l’hème 
 L’hémine est cytotoxique sur les deux lignées cellulaires, de manière 
dose-dépendante. Il n’y a pas de différentiel de mort cellulaire entre les 
cellules Apc
+/+ 
et les Apc
Min/+
 
 L’hémine semble être génotoxique chez les cellules Apc+/+, mais ce 
résultat reste à confirmer. 
 La diminution de l’hème dosée dans les fèces chez des rats chimio-
induits nourris avec un modèle de charcuterie cuite riche en hème, 
nitritée et oxydée n’est pas associée à l’inhibition de la formation de 
MDF.  
o Catalyse de la nitrosylation 
 L’augmentation des composés N-Nitrosés totaux n’est pas associée à 
une augmentation du nombre de MDF. 
 L’hème nitrosylé (FeNO) est présent uniquement dans les fèces de rats 
chimio-induits ayant consommé un régime riche en hémoglobine. Ce 
sont aussi ces régimes qui sont associés à une augmentation significative 
du nombre de MDF dans les côlons des rats les ayant consommés. 
 La disparition totale du FeNO dans les fèces des rats chimio-induits 
nourris avec un modèle de charcuterie semble être nécessaire à 
l’inhibition de la formation de MDF chez ces rats.  
 Aucun effet dose n’a été constaté entre excrétion de FeNO et nombre de 
MDF par côlon. 
 
 Stratégies préventives 
Une diminution significative de la formation de MDF chez des rats chimio-induits, 
nourris avec un modèle de charcuterie cuite, riche en hème, nitritée et oxydée (DCNO) est 
observée quand le DCNO est associé avec l’α-tocophérol, les extraits de vin rouge, la grenade, 
ou le curcuma, et lorsque qu’il est fabriqué sans ascorbate. Tous ces régimes inhibent la 
formation de FeNO et la lipoperoxydation. Tous, sauf le DCNO associé au curcuma, 
diminuent la quantité d’hème dans les fèces.  
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Figure 27 : Bilan des principaux résultats de la thèse et des modèles utilisés 
Lors de la consommation d’un régime contenant de l’hémoglobine (viande rouge ou charcuterie), il y a 
libération d’hème dans le tractus intestinal. Celui-ci agit sur l’initiation et la promotion du cancer colorectal par 
plusieurs voies : il catalyse la formation d’aldéhydes et d’hème nitrosylé (FeNO), et est cytotoxique et 
génotoxique pour les cellules coliques. Dans un modèle de charcuterie, la lipoperoxydation et la nitrosylation 
peuvent être inhibés par des polyphénols et vitamines : le curcuma, les extraits de vin rouge, la grenade, et l’α-
tocophérol. Les modèles animaux et cellulaires utilisés pour obtenir ces résultats sont représentatifs de 
plusieurs stades de la cancérogénèse colique, des cellules saines aux adénocarcinomes.  
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2)  Perspectives 
a) Le FeNO : un facteur clé dans la promotion du cancer 
colorectal induite par l’hème ? 
 
 De l’hypothèse de la catalyse de la lipoperoxydation par l’hème… 
Jusqu’à très récemment, l’hypothèse de prédilection du laboratoire était celle de la 
catalyse de la lipoperoxydation par l’hème. En effet, lors des premières études de l’équipe, 
aucune association n’avait été trouvée entre les composés N-nitrosés totaux et la formation de 
lésions pré-cancéreuses (142). Les expérimentations, réalisées avec un régime riche en 
hémoglobine ou en viande rouge (bœuf et boudin noir) ont mis en évidence une corrélation 
dose-dépendante entre l’apparition de lésions prénéoplasiques (ACF et MDF) chez des rats 
chimio-induits et l’augmentation de trois biomarqueurs associés à la lipoperoxydation dans les 
fèces et dans les urines : les TBARs, la cytotoxicité des eaux fécales, et le DHN-MA (105, 
112, 113, 217). L’ajout de calcium dans le régime inhibait la formation de lésions 
prénéoplasiques, et normalisait les TBARs et la cytotoxicité des eaux fécales (113). Ces 
arguments étaient nettement en faveur de l’hypothèse selon laquelle l’hème était promoteur 
des lésions précancéreuses via la catalyse de la lipoperoxydation. Les biomarqueurs mesurés 
étant modulés dès les premiers jours, et étant non invasifs, il a alors été décidé de les utiliser 
en routine comme indicateurs précoces de l’apparition de lésions prénéoplasiques.  
 
 A la mise en évidence de l’importance des composés N-nitrosés 
Pourtant, les premières études effectuées sur des charcuteries ont montré que ces 
biomarqueurs n’était pas utilisables dans le cadre d’une viande transformée (207). En effet, 
dans ces études, s’ils étaient tous significativement augmentés en présence de charcuteries, 
cette augmentation n’était pas corrélée au nombre d’ACF et de MDF observée. Ainsi, quatre 
types de charcuteries riches en hème ont été testés, avec ou sans nitrites, cuite ou non, oxydée 
ou non. La charcuterie cuite, nitritée, oxydée (DCNO) était la plus promotrice. Pourtant les 
TBARs, le DHN-MA et la cytotoxicité était supérieure dans les autres groupes. Cela a amené 
l’équipe à remettre en cause l’hypothèse lipoperoxydation pour les viandes transformées, et à 
doser les composés N-Nitrosés totaux, en partenariat avec S. Mirvish (sans caractérisation du 
type de composé N-nitrosé). Le résultat était cohérent avec le comptage des lésions 
prénéoplasiques : la quantité totale de composés N-nitrosés était nettement supérieure dans le 
groupe DCNO par rapport aux autres régimes. Ce résultat semble, à première vue, 
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contradictoire avec la première étude de l’équipe pré-citée, qui n’avait trouvé aucune 
association entre le dosage des composés N-nitrosés totaux dans les fèces et le nombre d’ACF 
chez des rats chimio-induits ayant consommé du bacon (142). Mais cette étude avait été 
effectuée avant 2003, dans un régime riche en calcium. Or nous avons vu que l’ajout de 
calcium normalisait l’effet promoteur de l’hémine et de l’hémoglobine (112, 113, 143). De 
plus, seuls les ACF avaient été comptés, alors que les MDF, découverts depuis, semblent être 
de meilleurs prédicteurs de la cancérogenèse colique (174, 185). 
La problématique a alors été de pondérer l’importance de chacune des deux 
hypothèses, catalyse de la lipoperoxydation et des composés N-nitrosés par l’hème, et de 
comprendre pourquoi les résultats étaient si différents avec la charcuterie et avec la viande 
rouge. Or la principale différence entre ces deux types d’aliments est que la charcuterie 
contient des nitrites, contrairement à la viande rouge. En présence de nitrites, des réactions de 
nitrosylation et de nitrosation peuvent avoir lieu, d’une part dans la charcuterie, et d’autre part 
dans le tractus intestinal, conduisant à la formation de composés N-nitrosés dont le FeNO (76-
78, 86, 87, 226). Cela nous a permis d’émettre l’hypothèse suivante : en présence de nitrites, 
les composés N-nitrosés prendraient le pas sur les produits de la lipoperoxydation, et auraient 
un rôle beaucoup plus important dans la cancérogénèse colorectale que ces derniers.  
 
 Et à l’identification du sous-groupe de composés-N-nitrosés qui 
semble être responsable de la promotion du cancer colorectal induite 
par les charcuteries: le FeNO  
Nous nous sommes alors demandé ce qu’il en était de la nitrosation et de la 
nitrosylation dans les régimes ne contenant que de la viande rouge. Pour qu’il y ait 
nitrosylation ou nitrosation, la présence de nitrites est nécessaire. Chez l’homme, environ 5% 
des nitrates ingérés sont réduits dans la salive en nitrites par l’intermédiaire de la nitrate 
réductase (227, 228). Il a d’ailleurs été montré que la consommation de viande rouge chez les 
volontaires sains augmentait la quantité de composés N-nitrosés dosée dans les fèces (76, 78, 
226). Mais chez le rat, la faible sécrétion de nitrate salivaire d’une part, et la faible expression 
de la nitrate réductase d’autre part, rendent la réduction des nitrates en nitrites presque 
inexistante (229). Pour résoudre ce problème, l’équipe a donc décidé d’ajouter des nitrites et 
des nitrates dans l’eau de boisson des rats à des doses comparables à celles retrouvées dans la 
salive humaine. C’est l’étude chez les rats chimio-induits présentée dans l’article 2 de ce 
manuscrit. 
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Dans cette expérimentation conçue pour tester le poids relatif des amines 
hétérocycliques, des composés N-nitrosés, et de l’hème dans la promotion du cancer 
colorectal induite par les viandes rouges et les charcuteries, un régime synthétique contenant 
de l’hémoglobine purifiée a été donné aux rats pendant 100 jours, avec et sans amines 
hétérocycliques, et avec et sans nitrites et nitrates dans l’eau de boisson. Comme nous l’avons 
vu, une ANOVA par facteurs a montré que seuls les régimes contenant de l’hémoglobine 
augmentaient significativement le nombre de MDF indépendamment de l’ajout d’amines 
hétérocycliques ou de nitrates et nitrites. Dans cette expérimentation, nous avons pu, pour la 
première fois, doser et caractériser les composés N-Nitrosés formés, grâce au partenariat 
établi avec G. Kuhnle (Reading, UK). Cela nous a permis de constater que les quatre régimes 
contenant de l’hémoglobine étaient aussi les seuls pour lesquels du FeNO avait été retrouvé 
dans les fèces. Mais il n’y avait aucune corrélation entre la quantité de FeNO et le nombre de 
MDF observés. Ce résultat nous a amenés à nous interroger : n’avions nous pas surestimé le 
rôle des composés N-nitrosés ? En effet, l’ajout de nitrates et nitrites dans l’eau de boisson a 
triplé la quantité totale de ces composés formée, et doublé le pourcentage de FeNO. Pourtant, 
il n’y avait pratiquement aucune augmentation des MDF.  
En définitive, c’est l’expérimentation long terme de l’article 3 sur un modèle de 
charcuterie qui nous a permis de trancher entre ces deux hypothèses. Les polyphénols et les 
vitamines ajoutés au procédé de fabrication du DCNO étaient soit antioxydants, soit 
antioxydants et antinitrosylants. Nous en avons conclu que la diminution de la 
lipoperoxydation n’était pas une condition suffisante à la baisse du nombre de MDF promus 
par une charcuterie modèle, mais que par contre l’inhibition de la formation de FeNO 
semblait être nécessaire. De plus, cette étude a montré que la diminution de la quantité 
d’hème dans les fèces ne semblait être ni nécessaire, ni suffisante à l’inhibition du nombre de 
MDF formé.  
Ce résultat est capital car il nous permet, pour la première fois, de pondérer, avec un 
modèle de charcuterie, l’importance des trois hypothèses que nous soupçonnions d’intervenir 
et d’interagir entre elles. Jusqu’à présent, avec le régime riche en hémoglobine de l’article 2, 
qui est un modèle de viande rouge, nous n’avions fait qu’observer le fait suivant : une 
augmentation de la lipoperoxydation d’une part, et la présence de FeNO d’autre part, étaient 
associées à la promotion des MDF. L’article 3 nous a permis de jouer sur ces différents 
facteurs en les inhibant l’un après l’autre, pour faire ressortir le rôle majeur du FeNO dans la 
promotion du cancer colorectal induite par les charcuteries. Cependant, même si le FeNO 
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semble être un facteur capital, l’absence d’effet dose est un élément qui nous interpelle, et qui 
devra être vérifié dans de futures expérimentations.  
 
 Perspectives liées à l’émergence de cette nouvelle hypothèse 
Tout d’abord, il faudra intégrer le dosage et la caractérisation des composés N-nitrosés 
formés dans les biomarqueurs utilisés dans les expérimentations en court terme chez les rats 
F344. En effet, nos biomarqueurs actuels indiquent uniquement la lipoperoxydation, dans les 
fèces et les urines, induite par le régime, mais ne donnent aucune indication sur les composés 
N-nitrosés. Etant donné l’importance que semblent avoir ces derniers dans la promotion du 
cancer colorectal induite par l’hème, il est à présent indispensable de les doser et de les 
caractériser systématiquement, en particulier dans une optique d’expérimentation préliminaire 
servant à sélectionner certains régimes à tester en long terme chez les rats chimio-induits.  
 Ensuite, il faudrait refaire une expérimentation identique, mais avec un régime 
antinitrosylant mais non antioxydant, afin de déterminer si la diminution de la 
lipoperoxydation est nécessaire à la baisse de nombre de MDF, ou si l’inhibition de la 
formation de FeNO est suffisante. Afin déterminer un tel régime, il faudrait tester un grand 
nombre de polyphénols et vitamines, intégrés dans le procédé de fabrication de la charcuterie, 
dans des expériences en court terme sur des rats F344, et doser les composés N-nitrosés et les 
TBARs. Si un ou plusieurs polyphénols inhibant la formation de FeNO, mais non les TBARs 
est identifié, il faudra alors tester les régimes correspondant en long terme chez des rats 
chimio-induits, et compter les MDF formés. 
Il serait d’autre part intéressant de refaire le même type d’expérimentation, avec, cette 
fois, des antinitrosylants et antioxydants intégrés à la viande rouge, avec des nitrites et nitrates 
dans l’eau de boisson, afin de mimer la salive humaine. En effet, même si les 
expérimentations de l’article 2 ont montré des résultats similaires en ce qui concerne les MDF, 
avec et sans nitrites/nitrates dans l’eau de boisson, la présence de ces composés avait 
fortement augmenté la quantité de FeNO retrouvée dans les fèces. Donc en terme de stratégie 
de prévention, (inhibition de la formation de FeNO), pour être le plus proche possible de 
l’homme, continuer à mettre des nitrites et des nitrates dans l’eau de boisson des rats semble 
être, à première vue, une stratégie cohérente. Cette étude permettrait, comme pour la 
charcuterie, de pondérer l’importance des trois hypothèses pour un régime riche en viande 
rouge. En effet, pour cette dernière, nos résultats ne nous permettent pas, pour le moment, de 
conclure sur l’importance du FeNO.  
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
~ 155 ~ 
 
Une autre démonstration de l’importance relative du rôle des aldéhydes et du FeNO 
sur la promotion du cancer colorectal in vivo serait de donner à des rats chimioinduits, du 4-
HNE ou du FeNO, ou un mélange des deux, micro-encapsulés, afin que ces molécules soient 
relarguées directement au niveau du côlon. En effet, une alimentation à base de viande rouge 
ou de charcuteries ne permet pas de contrôler la quantité de molécules d’intérêt atteignant le 
côlon, ni d’isoler leurs actions. Cela permettrait de confirmer les résultats obtenus avec les 
antinitrosants et antioxydants, tout en permettant de déterminer, la ou les doses, de chaque 
molécule nécessaire à la promotion des MDF. A titre d’exemple, cette approche avait été 
utilisée par G. Carderni, afin d’étudier l’effet protecteur du butyrate sur le cancer colorectal 
(230, 231). Pour le 4-HNE micro-encapsulé, l’équipe a déjà obtenu un financement, en 
collaboration avec le CNRS de Nantes.  
Enfin, pour confirmer le poids de chacune des deux hypothèses « catalyse de la 
lipoperoxydation », et « catalyse de la nitrosylation », chez l’homme, il serait intéressant de 
donner à des volontaires sains du jambon (ou de la viande rouge) soit seul, soit avec un 
antioxydant, antinitrosylant (par exemple de l’α-tocophérol), soit un antioxydant non 
antinitrosylant (par exemple des extraits de raisin blanc), soit un antinitrosylant non 
antioxydant (identifié dans une expérimentation animale auparavant). Le dosage des TBARs 
et des composés N-nitrosés (avec caractérisation) nous permettrait vérifier si les modulations 
de ces biomarqueurs précoces de la cancérogénèse colorectale sont similaires, chez l’homme, 
à celles observées dans nos modèles animaux. Les collaborations précédentes du laboratoire 
avec le Centre de Recherche en Nutrition Humaine Clermont-Auvergne sont un gage de 
réussite pour une telle approche. 
 
b) Comment comprendre précisément le rôle de chacune des trois 
molécules incriminées ?  
Si nos travaux in vivo nous ont permis de privilégier fortement l’hypothèse selon 
laquelle le FeNO serait promoteur de la cancérogénèse colorectale pour les charcuteries, nos 
résultats ne nous permettent pas, à l’heure actuelle, de déterminer quelle hypothèse est 
déterminante dans la promotion du cancer colorectal par la viande rouge. En parallèle des 
études in vivo évoquées ci-dessous, une approche in vitro pourrait également permettre de 
pondérer le rôle de nos trois molécules d’intérêt, hème, aldéhydes, et FeNO, sur un modèle 
cellulaire de cellules épithéliales coliques, qui, comme nous l’avons vu, mime les étapes 
précoces de la cancérogénèse. Ce modèle de cellules mutées (Apc
Min/+
), ou non (Apc
+/+
), sur 
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le gène Apc est complémentaire des modèles in vivo. En effet, la mutation Apc se retrouve 
également dans une partie des MDF, et chez les souris Min. (182-184, 194). L’avantage de 
l’in vitro est une grande souplesse dans le choix des doses et des molécules testées. 
Cependant, l’approche in vitro, reste relativement éloignée de la réalité, et permet simplement 
d’affiner les hypothèses, qui doivent ensuite vérifiées ex vivo.  
 
i. Etudes in vitro  
Les études réalisées au cours de ma thèse représentent les premières pierres des études 
mécanistiques. Ici, l’objectif est de présenter une stratégie plus globale, qui englobe les tests 
déjà effectués, mais a pour but d’envisager toutes les combinaisons possibles, entre les 
molécules d’intérêt d’une part, et les tests envisagés d’autre part.  
 Les molécules d’intérêt 
A partir de nos résultats précédents, trois types de molécules ont été identifiés : l’hème, 
les aldéhydes, et le FeNO. L’effet de ces molécules sur la cancérogénèse colorectale peut être 
étudié sous différentes formes : 
 Sous forme de molécules purifiées 
o L’héme est alors modélisé par l’hémine, hème chloré, couramment utilisé 
in vitro pour modéliser l’hème libre qui arrive au niveau du côlon. 
o Les aldéhydes sont modélisées par trois molécules issues respectivement de 
l’oxydation des acides gras poly-insaturés n-6, n-3, et comportant plus de 
trois doubles liaisons, le 4-HNE, le 4-HHE et le MDA.  
o Le FeNO est principalement présent sous forme de mononitrosylhème. 
Malheureusement, à ce jour, l’équipe n’a pas réussi à stabiliser le 
mononitrosylhème, synthétisé suivant la publication de Shahidi et Pegg 
(210). Une équipe iranaise a récemment produit ce composé in vitro (232). 
L’équipe a pris contact avec eux, afin d’envisager une future collaboration.   
Ces molécules devront être testées seules, mais aussi combinées, car elles arrivent 
ensemble au niveau des cellules coliques. Les travaux ébauchés avec l’hémine et le 4-HNE 
pourraient être poursuivis, en testant plusieurs doses.  
 
 
 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
~ 157 ~ 
 
 Dans l’eau fécale 
L’étude de ces molécules vise à mimer l’effet du contenu colique sur les cellules 
épithéliales. En se basant sur les travaux de Lapré en 1992, nous avons choisi les eaux fécales 
(extrait aqueux des fèces), comme modèle du contenu colique (233). Ces eaux fécales 
représentent une matrice complexe. La meilleure façon de déterminer l’action d’un composé 
est donc de « retirer » ce composé de l’eau fécale, et de raisonner par soustraction. 
 Le travail présenté dans l’article 2 de ce manuscrit montre que nous avons réussi à 
piéger une partie des aldéhydes de l’eau fécale de rats ayant consommé un régime riche en 
hémoglobine (baisse de 30% d’un marqueur global mais non spécifique de la lipopéroxidation 
lipidique, les TBARs). Cette diminution était associée à une baisse de près de 50% de la 
cytotoxicité chez les cellules Apc
Min/+
. Par contre, les Apc
+/+ 
semblent être beaucoup plus 
sensibles, et les dilutions utilisées étaient probablement trop élevées pour pouvoir constater un 
effet des aldéhydes. Dans la continuité de ce travail, il serait en conséquence intéressant de 
refaire les mêmes tests à d’autres dilutions de l’eau fécale, afin de tenter de mettre en 
évidence une baisse de la cytotoxicité aussi chez les Apc
+/+
.  
En parallèle à la chélation des aldéhydes, l’idéal serait d’arriver également à piéger 
l’hème et le FeNO dans les eaux fécales, afin, comme pour les études in vivo, de déterminer le 
poids de chacun des ces agents dans la cytotoxicité observée. Les premiers essais réalisés avec 
du carbonate de calcium, agent efficace pour piéger l’hème in vitro (143), pourraient ainsi être 
poursuivis, afin de contourner le problème posé par la solubilisation de cet agent.  
 Les tests envisagés 
Plusieurs types de tests peuvent être réalisés sur notre modèle cellulaire traité avec 
chacune des molécules d’intérêt pré-citées, chacun apportant une information nouvelle sur 
l’action des agents étudiés dans le développement de la maladie. Ainsi,  
 L’étude de la génotoxicité nous renseigne sur le rôle de la molécule dans 
l’initiation du cancer colorectal. Si une molécule, comme le 4-HNE, est plus 
génotoxique chez les cellules Apc
+/+ 
que chez les cellules Apc
Min/+
, on peut alors 
proposer que cette molécule contribue à l’initiation du cancer colorectal, en 
induisant l’apparition de mutations chez les cellules saines.  
 L’étude de la cytotoxicité et du type de mort cellulaire impliquée nous permet 
d’étudier la promotion. Comme nous l’avons vu, toujours avec le 4-HNE, une plus 
grande toxicité sur les cellules saines contribuerait à la sélection des cellules 
précancéreuses. 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
~ 158 ~ 
 
 La clonogénicité en agar permet d’étudier la progression. En effet ce test, 
effectué sur une période de plus de dix jours sur les cellules mutées Apc
Min/+
, 
permet d’étudier la formation de colonies dans un milieu agar et donc de mesurer 
la capacité des cellules traitées à acquérir un caractère tumorigène (234). A ce sujet, 
une étude réalisée en 2006 sur l’effet du PhIP sur le cancer colorectal nous donne 
un bon aperçu de ce qui pourrait être réalisé (235). Les auteurs ont traité des 
cellules Apc
Min/+
 avec du PhIP, puis ont testé leur capacité de transformation 
(forme d’évolution somatique au cours de laquelle certaines mutations confèrent 
aux cellules concernées un avantage de prolifération et de survie, puis des 
capacités d’invasion, et le cas échéant de métastases) avec un test de clonogénicité 
en agar. Les colonies formées ont ensuite été injectées en sous-cutané à des souris 
nude, dont le système immunitaire déficient permet aux cellules greffées de se 
développer pour former des tumeurs. Ce travail constitue une approche élégante du 
caractère tumoral des cellules Apc
Min/+
 traitées avec l’agent choisi. Cette démarche 
entre parfaitement dans la continuité des travaux déjà effectués par l’équipe, et 
pourrait être réalisée avec nos molécules d’intérêt.  
 Les PCR en temps réel et les Westerns Blot apportent des informations sur 
les voies moléculaires potentiellement impliquées dans ces trois étapes. 
L’expression de nombreux gènes et protéines peuvent être testés, en présence des 
molécules d’intérêt. Par exemple, un article très récent a démontré que lorsque le 
gène Apc était muté, les protéines TfR1 (transferrin receptor 1) et DMT1 (divalent 
metal transporter), qui permettent le transport du fer dans la cellule, étaient 
activées (236). En présence de fer, cette équipe a montré que cette activation 
induisait une augmentation de la prolifération cellulaire, et de la croissance des 
tumeurs colorectales (236). En se basant sur ces résultats, il serait intéressant de 
vérifier sur notre modèle cellulaire muté ou non sur Apc, si ces transporteurs sont 
activés de la même façon en présence d’hème qu’en présence de fer non héminique.  
 
ii. Etudes ex vivo  
Les études in vitro permettent d’identifier des pistes mécanistiques, qu’il s’agit ensuite 
de vérifier ex-vivo, chez les rats chimio-induits ayant consommé un régime riche en hème. Sur 
le côlon de ces animaux, un marquage spécifique de marqueurs d’apoptose, de nécrose ou 
d’autophagie par immunohistochimie permettrait de vérifier que l’on retrouve bien, au niveau 
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des cryptes normales et des MDF, le différentiel de cytotoxicité entre les cellules saines et 
pré-tumorales. D’autre part, le marquage de l’histone phosphorylée γH2AX permettrait de 
quantifier la génotoxicité. Enfin, un projet de l’équipe est de valider les cibles moléculaires 
identifiées in vitro en pratiquant des microdissections sur les côlons d’animaux nourris avec 
des charcuteries, afin d’en extraire l’ARN et les protéines (237).  
 
c) Vers une prévention systématique ? 
Les études in vivo et in vitro effectuées sur le lien entre consommation de viande 
rouge et de charcuterie et risque de cancer colorectal ont toute la même finalité, à plus ou 
moins long terme : établir des stratégies de prévention, afin de protéger le consommateur. 
L’aboutissement de ces études serait de couvrir toutes les étapes, de l’animal à l’homme, afin 
de créer un produit sain acceptable par le consommateur. Nous avons montré que plusieurs 
polyphénols et vitamines (curcuma, grenade, α-tocophérol, et extraits de vin rouge), intégrés 
dans un régime à base de charcuterie, étaient protecteurs dans un modèle de rat chimio-induits. 
Pour pouvoir tester leur efficacité chez l’homme, il faudrait, en premier lieu, vérifier l’effet de 
ces régimes, au stade tumoral, chez la souris Min. Puis ces régimes protecteurs pourraient être 
testés chez l’homme au niveau des biomarqueurs précoces de la cancérogénèse colorectale 
(TBARs, cytotoxicité, composés N-nitrosés), en collaboration avec le CNRH de Clermont-
Ferrand. D’autre part, les modifications organoleptiques (goût, couleur), créées par l’ajout de 
tels composés, comme le curcuma, dans les charcuteries, sont importantes. Donc pour aboutir 
à l’objectif final, qui serait d’intégrer ces molécules dans le procédé de fabrication des 
charcuteries commerciales, il faudra vérifier l’acceptabilité de ces produits modifiés par le 
consommateur, par exemple en collaboration avec le centre du goût, à Dijon. L’acceptabilité 
du principe de modification du procédé de fabrication pour diminuer le risque devra, elle aussi, 
être évaluée. Dans le cas où les modifications organoleptiques seraient trop importantes, il 
serait alors intéressant de travailler sur d’autres stratégies de prévention, comme la réduction 
des nitrites dans les charcuteries, pour limiter les composés N-nitrosés, sans modifier la 
couleur ni le goût (238). Un projet similaire est actuellement en cours dans l’équipe (projet 
ANR-ALIA2010 SecuriViande). 
L’objectif final est de modifier les conduites de production industrielles, afin de 
commercialiser des charcuteries « saines ». Pour le moment, les industriels proposent de 
l’effectuer sans hausse du prix (en particulier pour l’α-tocopherol), et dans toutes les gammes 
de produits (des premiers prix aux marques). En effet, la recommandation du WCRF 2007 
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étant d’éviter totalement la consommation de charcuteries, les industriels ont tout intérêt à 
trouver une alternative, afin de limiter les pertes économiques, tout en diminuant le risque de 
cancer du côlon. 
Une stratégie similaire pourrait être envisagée pour la viande rouge, qui a un réel 
intérêt nutritionnel. De fait, le fer est particulièrement bien absorbé sous sa forme héminique. 
Son absorption permet la prévention des carences en fer, notamment chez les individus 
particulièrement fragiles, comme les femmes enceintes ou en âge de procréer.  
 
 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
~ 161 ~ 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION 
 
 
 
 
CONCLUSION 
 
~ 162 ~ 
 
CONCLUSION  
 
En conclusion, ce travail de thèse a apporté plusieurs éléments à la problématique de 
l’association entre risque de cancer colorectal et consommation de viandes rouges et de 
charcuteries dans les pays industrialisés.  
En premier lieu, une méta-analyse des études de cohorte prospectives existantes a 
montré que le risque relatif global entre quintiles extrêmes de consommation de fer héminique 
et risque de cancer du côlon était significatif (1,15 (95% IC : 1,04-1,26). Puis des études in 
vivo réalisées dans les deux principaux modèles animaux de cancérogénèse colorectale, le 
modèle chimio-induit, et le modèle génétique, ont permis de démontrer le rôle majeur du fer 
héminique dans la promotion du cancer colorectal induite par les viandes rouges et 
charcuteries. 
Dans un deuxième temps, l’étude des mécanismes in vitro, aux stades précoces de la 
cancérogénèse a conduit à proposer un rôle initiateur et promoteur des aldéhydes et de l’hème 
dans la promotion du cancer colorectal induite par l’hème.  
Enfin, une étude sur des rats chimio-induits à permis de pondérer le poids de nos trois 
hypothèses majeures : la baisse de la quantité d’hème dans les fèces ne semble être ni 
suffisante, ni nécessaire à l’inhibition de la formation de MDF, la diminution de la 
lipoperoxydation n’est pas suffisante, mais l’absence de FeNO dans les fèces semble être 
nécessaire. Cela nous a amené à proposer un rôle majeur du FeNO dans la promotion du 
cancer colorectal induite par l’hème. Cette étude nous a également permis d’identifier quatre 
inhibiteurs de la promotion du cancer colorectal induite par la charcuterie : le curcuma, la 
grenade, l’α-tocophérol, et les extraits de vin rouge.  
 
Dans la discussion, les perspectives liées à chacun de ces résultats ont été développées. 
Je souhaiterais conclure sur les conséquences socio-économiques de l’intégration de 
molécules protectrices dans le processus de fabrication des charcuteries. En effet, à l’heure 
actuelle, on ne peut pas se limiter aux seules données biologiques pour établir des 
recommandations alimentaires, en négligeant les aspects économiques et sociaux.  
De fait, supprimer la consommation de charcuteries aurait des conséquences 
économiques très importantes pour la filière, qui rassemble les éleveurs de porcs et les 
industriels de la charcuterie. Cela mettrait au chômage des milliers de personnes, qui se 
retrouveraient alors en situation précaire. De plus, la réceptivité des recommandations 
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alimentaires n’est forte que dans les classes sociales supérieures de la société. Les classes 
sociales défavorisées, qui consomment le plus de charcuteries cuites de type hot dog, et qui 
sont aussi les moins sensibles aux messages de prévention, ont une espérance de vie de 12 ans 
inférieure à celles des classes favorisées (239). Leur espérance de vie en bonne santé est de 20 
ans de moins (239). En conséquence, si nous arrivions à mettre sur le marché des charcuteries 
modifiées pour limiter le risque, nous serions efficaces en ciblant une population qui est à la 
fois à risque pour le cancer du côlon, moins réceptrice aux messages nutritionnels, et très 
consommatrice de ce type de produits.  
A terme, on peut donc espérer que ce projet permette de protéger le consommateur, 
sans que ce dernier n’ait à accepter un message nutritionnel difficile. Ce projet, qui intègre les 
données sociales et économiques dans une démarche de mise en place de recommandations 
alimentaires, pourrait ainsi aboutir, à l’avenir, à une prévention plus acceptée et plus éthique.  
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Annexes  
1)  Annexe 1 : Publications et communications 
 
 
 Publications dans des revues internationales à comité de lecture 
Bastide NM, Pierre FHF, Corpet DE. Heme iron from meat and risk of colorectal cancer: a 
meta-analysis and a review of the mechanisms involved. Cancer Prev Res; 4(2); 177–84, 
2011. 
 
 
 Publications en cours de rédaction 
Bastide NM, Chenni F, Audebert M, Santarelli R, Tache S, Baradat M, Jouanin I, Gueraud F, 
Hobbs D, Kunhle G, Corpet DE, Pierre FHF. Demonstration of the major role of heme in 
colorectal cancer promotion by red meat in two animal models of carcinogenesis. 
 
Bastide NM, Naud N, Tache S, Gueraud F, Hobbs D, Kunhle G, Corpet DE, Pierre FHF. 
Role of Fe-Nitrosyl in the promotion of colon carcinogenesis by processed meat and possible 
prevention by Red Wine, Pomegranate and α-Tocopherol 
 
 
 Publications dans des revues sans comité de lecture 
Corpet DE, Bastide NM, Pierre FHF. (2010) Viandes rouges et risques de cancer du colon. in 
« Muscle et Viande de Ruminant » Ed. by Quae 
 
 
 Communications orales 
Pierre F, Santarelli RL, Bastide NM, Guéraud F, Vendeuvre JL, Tache S, Naud N, Attaix D, 
Corpet D. Cured meat promotion of colon carcinogenesis in rats is suppressed by calcium and 
α-tocopherol. They also suppress associated fecal lipid peroxidation in rats and in volunteers. 
WCRF International Conference, 12-13 Septembre 2010, London, UK  
 
Corpet DE, Pierre F, Bastide NM, Martin O, Tache S, Naud N, Guéraud F, Potential 
carcinogenic mechanisms by red meat. Conférence devant l'Académie Royale d'Agriculture 
de Suède, KSLA Stockholm - Den globala köttexplosionen. 
 
Bastide NM, Chenni F, Audebert M, Santarelli R, Tache S, Baradat M, Jouanin I, Gueraud F, 
Hobbs D, Kunhle G, Corpet DE, Pierre FHF. An In Vivo study of Potential Agents 
Underlying the promotion by red meat: demonstration of the major role of heme and lipid 
peroxidation in two animal models of carcinogenesis. SAS 2012 (18-19 juillet 2012, 4
th
 
Health Food Symposium, pôle PA3S). 
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 Posters 
Pierre FHF, Santarelli RL, Bastide NM, Guéraud F, Vendeuvre JL, Tache S, Naud N, Attaix 
D, Corpet DE. Cured meat promotion of colon carcinogenesis in rats is suppressed by calcium 
and by α-tocopherol. They also suppress fecal lipid peroxidation in rats and in volunteers. 
WCRF International Conference, 12-13 Septembre 2010, London, UK 
 
Bastide NM, Tache S, Naud N, Huc L, Guéraud F, Dupuy J, Baradat M, Jouanin I, Pierre 
FHF, Corpet DE. Fer héminique et cancérogénèse colorectale : étude des mécanismes et 
recherche de stratégie préventive. Journées TOXALIM 02-03 décembre 2010, Toulouse, 
France.
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2) Annexe 2 : Formations complémentaires 
 
 
 Vers mon métier  
o Bilan et projet professionnel 16/12/09 
o Communiquer par son image 10/05/10 
o Doctoriales 19-25/06/2011 
o Nouveau Chapitre de la Thèse avril-mai 2012 (cf annexe 3 p.184) 
 
 Formations générales 
o Communication/Prise de parole en public 2-3/12/09  
o Ecrire pour être compris DP 12 18-19/03/2010  
 
 Formations scientifiques et techniques 
o Bases statistiques pour la recherche : approche pratique 11-14/01/10 
o Université d'été Département AlimH 11-13/07/11 
o ISAS, école d’été ISPED 4-8/06/2012 
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3) Annexe 3 : Nouveau chapitre de la thèse  
Ce document, réalisé dans le cadre lors de la formation « Le Nouveau Chapitre de la 
Thèse », est destiné à être compris par un public non spécialiste, et a pour vocation de faire le 
point sur les compétences acquises pendant la thèse, afin de préparer l’insertion 
professionnelle du doctorant. Plus précisément, il s’agit d’une réflexion personnelle ayant 
pour objectifs : 
 D’analyser la thèse dans une optique de projet professionnel, 
 De mettre en valeur les compétences transversales, 
 De présenter le travail de recherche à des acteurs du monde socio-économique, 
 D’identifier des perspectives d'insertion professionnelle. 
Cette formation est organisée par l’association Bernard Gregory, et est coordonnée sur 
Toulouse par Robert Martinez, consultant en ressources humaines, et fondateur du cabinet 
PROGRESS.  
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I- Cadre général et enjeux de ma thèse 
I-1 Problématique : viandes rouge, charcuterie et risque de cancer colorectal 
Est-il dangereux de manger de la viande ? Plus de soixante études publiées rapportent 
une association entre la consommation de viande et le risque de cancer colorectal au niveau 
individuel. Lorsque l’on regroupe les résultats de ces études, on s’aperçoit que les personnes 
consommant beaucoup de viande rouge et charcuterie ont un risque de cancer colorectal 
augmenté de 20 à 30%, par rapport aux personnes en consommant le moins [1] [2] [3].  
Le cancer colorectal est la première cause de mortalité par cancer chez les non-
fumeurs dans les pays industrialisés. Cent nouveaux cas de cancer colorectal sont détectés 
chaque jour en France. Des chiffres similaires sont observés dans les autres pays occidentaux. 
La moitié des ces malades meurent de leur cancer dans les années qui suivent. La prévention 
est donc une urgence. Afin de réduire le risque de cancer, le rapport 2007 du Fond Mondial de 
Recherche sur le Cancer (WCRF-AICR 2007), qui fait autorité dans le monde, recommande 
de limiter la consommation de viande rouge à moins de 500 g par semaine et de ne pas 
consommer de charcuteries [4]. Reprenant ce rapport, l’Institut National du Cancer (INCa) 
conseille aux Français de « Limiter la consommation de viandes rouges à moins de 500 g par 
semaine. » et de « Limiter la consommation de charcuteries. » [5]. Mais ces recommandations 
pourraient avoir, d’une part des conséquences socio-économiques importantes, en provoquant 
la faillite des entreprises de la filière et le chômage de milliers de personnes, et d’autre part 
des conséquences en santé publique, en augmentant le risque de carences en fer.  
 
I-2 Mon laboratoire dans cette démarche. Un objectif : Prévenir le cancer 
L’équipe E9-PPCA «Prévention et Promotion de la Cancérogénèse par les Aliments » cherche 
à comprendre pourquoi la consommation de viande rouge et de charcuteries favorise le cancer 
colorectal. Notre hypothèse principale est que le fer héminique serait promoteur de la 
cancérogenèse colique (cf schéma). L’hème est ce qui donne à la viande sa couleur rouge, et 
aux charcuteries cuites leur couleur rose [6]. Seuls trois autres laboratoires au monde étudient 
l’effet des viandes charcuteries sur le cancer colorectal, et nous coopérons avec eux.  
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Mécanismes de promotion de la cancérogénèse colorectale par les viandes  
L’hème (fer héminique) des viandes rouges et des charcuteries est cytotoxique et génotoxique, et 
favorise les trois étapes de la cancérogénèse colique : initation, promotion, progression. Son effet 
délétère peut être inhibé par les polyphénols, molécules antioxydantes présentes dans les végétaux. 
 
Les aliments sont sources de risques, mais aussi de bénéfices : nous étudions donc 
aussi les composés alimentaires pouvant prévenir les cancers, notamment ceux qui bloquent la 
formation d’agents promoteurs dans l’aliment, ou l’organisme. La prévention se fera soit en 
modifiant les procédés technologiques, soit en ajoutant au régime des aliments ou des additifs 
qui bloquent la promotion tumorale due aux viandes.  
 
I-3 Objectifs de ma thèse 
 Au sein de cette démarche globale, les objectifs de ma thèse étaient de : (1) 
montrer l’effet promoteur de l’hème sur la cancérogénèse colorectale au stade tumoral ; (2) 
comprendre les mécanismes impliqués dans cette promotion ; (3) développer des stratégies de 
prévention alimentaires.  
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(1) Montrer l’effet promoteur de l’hème sur la cancérogénèse colorectale au stade 
tumoral 
Dans un premier temps, il a été montré que, parmi les différents facteurs suspectés, 
l’hème était le seul promoteur de la cancérogénèse colorectale. Ce travail a été réalisé par 
Fatima Chenni, thésarde algérienne venue finir sa thèse dans notre laboratoire, aidée par 
Sylvianne Taché, ingénieur de recherche de l’équipe.  
Dans un second temps, j’ai montré, aidée par d’autres membres de l’équipe pour la 
partie animalerie, que l’hème était promoteur des tumeurs. Pour cela, j’ai utilisé un modèle de 
souris génétiquement modifiées qui développent spontanément des tumeurs dans le tractus 
intestinal (souris Min). Elles ont été nourries avec un régime à base d’hémoglobine pendant 
49 jours, puis la surface tumorale intestinale a été évaluée : elle était significativement plus 
importante chez les souris ayant reçu de l’hémoglobine que chez les souris témoin. Ce travail 
va donner lieu à une publication en co-premier auteur de Fatima et moi.  
 
(2) Comprendre les mécanismes impliqués dans cette promotion 
Le deuxième objectif était un projet plus personnel. Nous disposons au laboratoire 
d’un modèle cellulaire qui permet d’étudier les phases précoces de la cancérogénèse 
colorectale [7]. J’ai étudié les différentes molécules susceptibles d’intervenir dans la 
promotion tumorale par la viande rouge, et montré, en autres, que l’hème, sous forme 
d’hémoglobine était toxique pour les cellules, et que les produits terminaux de la 
peroxydation des lipides jouaient sans doute un rôle non négligeable dans la cytotoxicité 
induite par les eaux fécales (partie aqueuse des fèces) issues des expérimentations in vivo. 
 
(3) Développer des stratégies de prévention alimentaires 
Il existe de nombreuses molécules antioxydantes, dans les fruits et les légumes, 
appelées polyphénols. Nous avons fait l’hypothèse que certains d’entre eux pourraient être 
ajoutés aux procédés de fabrication des charcuteries, et diminuer ainsi le risque de 
cancérogénèse colorectale en inhibant l’effet promoteur de l’hème. Nous avons donc donné à 
des rats, auxquels avait été injecté un cancérigène chimique, des charcuteries enrichies en 
polyphénols pendant 100 jours, puis compté le nombre de lésion précancéreuses coliques par 
rat dans chaque groupe. Au final, quatre polyphénols étaient effectivement protecteurs, et 
diminuaient le nombre de lésions précancéreuses par rapport à la charcuterie seule.  
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Ce projet a été financé en grande partie par l’IFIP (Institut du porc), qui nous a fourni 
les charcuteries enrichies en polyphénols, à donner aux animaux. Le but était de diminuer 
l’incidence des cancers, tout en préservant la filière. Sur ce projet, j’ai été aidée par Nathalie 
Naud, technicienne dans l’équipe, qui sera en co-premier auteur avec moi sur la publication. 
 
I-4 Raisons de mon choix de thèse 
Suite à mon école d’ingénieur en agroalimentaire (AgroparisTech Massy), j’ai 
souhaité me spécialiser en nutrition et santé, domaine qui m’a toujours passionné. J’avais le 
choix entre la dominante Nutrition et Santé, menant à des emplois d’ingénieur, ou le Master, 
débouchant sur une thèse. Le choix de la thèse s’est imposé de lui-même. Je voulais pouvoir 
approfondir un sujet, mener un projet, tout en apportant ma pierre aux connaissances 
existantes, pour permettre aux gens de mieux manger, et d’améliorer leur santé. Beaucoup de 
sujets m’intéressaient, et j’ai démarché plusieurs laboratoires. En définitive, j’avais le choix 
entre : le laboratoire où j’avais effectué mon stage de master (mais je souhaitais changer de 
sujet, pour découvrir un nouveau domaine), un laboratoire à Jouy-en-Josas, un à Lyon (avec 
une bourse ANR), et mon laboratoire actuel. Pour être honnête, une bourse ANR ce n’est pas 
si courant, et j’avais décidé de saisir ma chance, et d’aller à Lyon travailler sur les omégas 3. 
Mais j’ai quand même décidé de rencontrer les personnes du laboratoire de Toulouse avant. 
La thématique me plaisait, la ville aussi, et ils m’avaient sélectionnée parmi une trentaine de 
candidats, sur un résumé d’article que je leur avais fourni. Je suis partie le matin de Paris, en 
me disant, « j’y vais, mais c’est uniquement pour aller jusqu’au bout de ma démarche, Lyon 
est quand même bien plus raisonnable » (je n’étais en aucun cas sûre d’avoir la bourse à 
Toulouse, il fallait passer le concours de l’école doctorale). Je suis arrivée, Fabrice (mon co-
directeur de thèse actuel) est venu me chercher à l’aéroport, il m’a emmenée dans son bureau 
pour me faire une petite présentation de l’équipe, puis Denis (directeur de thèse) est arrivé en 
sifflotant, une marguerite au coin des lèvres. Ils ont commencé à me parler du projet de thèse, 
et je leur ai alors confié mon dilemme à propose de la bourse ARN à Lyon. Et là, Denis à dit 
« OK, on arrête de parler du projet. Pose-nous toutes tes questions, qu’est ce qui te fait 
hésiter ? » Ils m’ont fait rencontrer plusieurs personnes de l’équipe, m’ont fait visiter le site, 
ont répondu à toutes mes questions, et m’ont donné le numéro de leur thésarde, en congé 
maternité. Ils m’ont dit : « tu fais ce que tu veux, nous on peut contacter quelqu’un d’autre, on 
comprend très bien si tu prends Lyon, mais on a besoin que tu t’engages à fond avec nous si 
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tu décides de tenter le coup. Prends le temps de décider, et donne nous ta réponse dans une 
semaine ». Quand je suis rentrée à Paris, j’étais nettement moins sûre d’aller à Lyon. Je 
m’étais sentie tout de suite à l’aise avec eux. J’ai appelé leur thésarde, Raphaëlle, et elle m’a 
dit « Au fond, c’est un labo de rêve ! Je suis vraiment triste de partir ». Et elle avait raison. 
J’ai pris ma décision de venir chez eux, j’ai pris le risque de renoncer à une bourse assurée 
pour passer le concours, et je ne l’ai pas regretté une seule seconde depuis.  
 
II- Déroulement, gestion, et estimation du coût du projet 
II-1 Préparation et cadrage du projet 
La partie financement a été négociée par Fabrice Pierre avant que je n’arrive. Le 
contrat signé entre l’INRA et l’IFIP en décembre 2009 pour le projet « Rôle du vin séché et 
des polyphénols intégrés pendant la fabrication de la charcuterie ou dans l’aliment sur (i) la 
lipoperoxydation de la charcuterie et (ii) chez le rat sur les marqueurs urinaires et fécaux 
associés au risque de carcinogenèse colorectale » a permis de financer une grande part de ma 
thèse. Ce projet était divisé en deux études : une étude court terme de 14 jours, permettant de 
screener un grand nombre de polyphénols, et une étude long terme dont le but était de valider 
l’effet protecteur des polyphénols choisis au stade des lésions pré-néoplasiques. La propriété 
des résultats de l’étude court terme appartient à l’INRA, en co-propriété selon une quote-part 
qui sera définie au plus tard à l’échéance du contrat en fonction des apports intellectuels et 
financiers des Parties, et la propriété des résultats de l’étude long terme appartient à l’INRA.  
 
II-2 Conduite du projet 
Ma thèse s’est divisée en plusieurs étapes. Les six premiers mois (septembre 2009 à 
mars 2010), j’ai rédigé une revue bibliographique. Ensuite, de mars à juillet, j’ai mené deux 
études court terme pour le projet avec l’IFIP, et j’ai mis au point plusieurs techniques qui 
n’ont malheureusement pas donné les résultats escomptés. En septembre 2010, ma revue a été 
acceptée au journal Cancer Prevention Research (impact factor 5, le 30
ème
 sur les 184 
journaux scientifiques internationaux traitant de l’oncologie), et j’ai entamé l’expérimentation 
sur les souris Min (modèle spontané de cancérogénèse colorectale), ce qui m’a mené jusqu’en 
décembre, analyse des résultats compris. En janvier 2011, j’ai commencé mon projet in vitro, 
tout en menant de front la partie long terme du contrat avec l’IFIP. J’ai bénéficié de l’aide 
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précieuse de Nathalie Naud, technicienne, et ponctuellement d’autres membres de l’équipe. 
J’ai poursuivi mon projet in vitro jusqu’à l’arrêt des expérimentations pour rédiger, en mars 
2012. En janvier 2012, j’ai commencé la rédaction des publications en parallèle.  
Au cours de ce projet, j’ai été encadrée au quotidien par Fabrice Pierre, dont je partage 
le bureau, et qui a été présent tout au long de ma thèse pour répondre à mes questions les plus 
saugrenues, que ce soit de vive voix, ou par mail. Je ne compte plus le nombre de fois où il a 
rebondi sur une expérimentation ratée pour en tirer de nouvelles idées, de nouvelles pistes, de 
nouvelles stratégies de publication. Jour après jour, il m’a encouragée, m’a poussée à 
exprimer mes idées, et m’a permis de prendre confiance en moi. Environ tous les deux mois, 
et à chaque fois que cela s’avérait nécessaire, nous faisions des réunions avec mes deux 
directeurs de thèse, Fabrice Pierre et Denis Corpet. En cas d’interrogation sur un point plus 
délicat, je pouvais solliciter une réunion avec les membres de l’équipe concernés à n’importe 
quel moment. Cela m’a permis d’avancer dans beaucoup de situations délicates. Enfin, des 
réunions « thèse » ont eu lieu tous les trois-quatre mois, sous forme d’une présentation orale 
en réunion d’équipe, suivie d’une discussion. Ces réunions permettent un point indispensable 
sur l’avancée des résultats. J’ai également eu deux comités de thèse, en septembre 2010 et 
2011, avec un extérieur, Olivier Cuvellier. Ces réunions ont permis une prise de recul 
nécessaire, au bout d’un an, puis deux ans de thèse.  
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II-3 Estimation et prise en charge du coût du projet 
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II-4 Compétences, savoir faire, qualités professionnelles et personnelles 
II-4-a Compétences scientifiques 
Au cours de ces trois ans, j’ai eu l’opportunité d’assister à de nombreux séminaires et 
à plusieurs congrès dont celui du WCRF (World Research Cancer Fund) à Londres, ce qui 
m’a donné une culture scientifique générale dans les domaines de la relation entre 
alimentation et cancérologie, et de l’action des contaminants environnementaux sur la santé.  
 
II-4-b Compétences techniques  
Ces trois ans m’ont donné l’opportunité de me familiariser avec de nombreuses 
techniques : 
 Expérimentation animale  
Lors de mes expérimentations nutritionnelles chez le rongeur, j’ai pu manipuler deux 
modèles de cancérogénèse colorectale : les rats chimio-induits, et les souris Min.  
 Microscopie optique  
Je me suis familiarisée avec le comptage des tumeurs et les lésions pré-néoplasiques 
au microscope, et le repérage des micronoyaux, marqueurs de génotoxicité. 
 Tests biochimiques  
J’ai eu l’occasion de me former à différents dosages permettant de quantifier la 
quantité d’hème et de produits terminaux de la lipoperoxidation (aldéhydes) dans les féces de 
rats.  
 Culture cellulaire  
Le modèle cellulaire de l’équipe est constitué de deux lignées de cellules épithéliales 
coliques, que l’on cultive en parallèle : une lignée de cellules dites « normales », et une lignée 
de cellules identiques, mais mutée sur l’un des premiers gènes intervenant dans le 
développement de la cancérogénèse colorectale (le gène Apc pour adenomatous polyposis 
coli). C’est le même gène qui est muté chez les souris Min. J’ai réalisé de nombreux tests sur 
ces cellules, appliqués après les avoir traitées avec le composé que l’on souhaite étudier 
(aldehydes, hème…). Certains tests permettent de quantifier la cytotoxicité (mort cellulaire) 
des traitements (test MTT, rouge neutre, marquage des caspases 3/7 par luminescence), et 
d’autres leur génotoxicité (altération de l’ADN) (détection de l’histone H2Ax phosphorylée, 
marqueur des cassures double-brin de l’ADN, par Western in cell ; Observation de la 
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formation de micronoyaux au microscope, marqueurs de cassures simple et double-brin de 
l’ADN). 
 Logiciels informatiques  
J’ai appris à manipuler endnote, logiciel indispensable pour inclure la bibliographie 
dans toute publication ou rapport. Je connais plusieurs également plusieurs logiciels de 
statistique : Systat, R, et SAS.  
 
II-4-c Compétences transversales  
 Gestion de projet 
En premier lieu, cette thèse m’a permis de gérer un projet qui me tenait à cœur. Je 
voulais aller plus loin dans les mécanismes essayant de comprendre pourquoi, au niveau 
cellulaire, l’hème était promoteur de la cancérogénèse colorectale. J’ai rencontré de 
nombreuses difficultés. Tout d’abord, je me suis rendue compte que l’une des lignées 
cellulaires que j’utilisais avait contaminé l’autre. J’ai perdu plusieurs mois à remonter la 
lignée pour trouver des cellules non contaminées, et j’ai établi un protocole très strict pour 
cultiver ces lignées, qui est toujours en place dans l’équipe. Ensuite, j’ai réfléchi, avec l’aide 
de deux personnes de l’équipe, Maryse Baradat et Isabelle Jouanin, à un outil permettant de 
piéger certains composés de la partie aqueuse des selles de rats issue des expérimentations in 
vivo, afin de déterminer leur implication dans la cytotoxicité de ces eaux fécales. Nous avons 
réussi à mettre au point cette technique innovante en quelques mois, mais je me suis 
malheureusement aperçue que les eaux fécales « vieillissaient», et que je ne pouvais plus faire 
l’intégralité des tests que je voulais. Cependant j’ai mis au point un outil précieux pour 
l’équipe (la technique de chélation des aldéhydes), et mes déconvenues permettront aux 
suivants d’avancer plus vite. Un résultat très positif est que j’ai démontré que l’hème avait un 
effet direct sur les cellules, hypothèse que j’avais formulée au début de ma thèse et qui s’avère 
se vérifier.  
 Travail en équipe 
Un aspect très important du métier de chercheur est le travail en équipe. J’ai appris à 
m’affirmer, à partager mes expériences avec les autres, à régler les conflits. Plus d’une fois, 
c’est en discutant avec un collègue à la cantine que j’ai trouvé la solution d’un problème 
technique, ou que j’ai résolu le sien. J’ai eu la chance d’être dans une équipe ou l’ambiance 
est très bonne. Cependant, de petites tensions sont parfois inévitables. Mais chaque fois, une 
simple discussion a permis une meilleure compréhension des besoins de chacun.  
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 Formation de nouveaux arrivants 
J’ai beaucoup apprécié de former les nouveaux membrex de l’équipe (stagiaire, 
thésard en première année, etc.) à chaque fois que j’en ai eu l’occasion. Me souvenant que 
rien n’est évident lorsqu’on arrive, j’ai tenté de faciliter au mieux leur insertion dans l’équipe. 
 Gestion d’un partenariat 
Pour un test de cytotoxicité, Fabrice Pierre avait mis en place un partenariat avec une 
entreprise Toulousaine, Novaleads. J’ai pris en main la communication avec leur 
correspondant, travaillant avec lui sur la mise au point de leur test sur notre lignée cellulaire. 
Actuellement, le test fonctionne bien, et sera utile aux futurs travaux de l’équipe. 
 Gestion des stocks 
En culture cellulaire, il est nécessaire de surveiller constamment les stocks, pour ne 
pas se retrouver à cours de consommables. J’ai donc appris à estimer mes besoins pour une 
semaine, un mois... D’autre part, les cellules que nous utilisons dans l’équipe sont précieuses, 
et en quantité limitée. En effet, nous ne pouvons pas les utiliser plus de trois semaines 
d’affilée sans risquer une dérive du modèle et une contamination des cellules « saines » par 
les cellules « mutées ». J’ai déterminé quelles étaient les cellules stock non contaminées, et 
mis en place une stratégie d’amplification permettant d’optimiser au maximum le stock 
restant.  
 Présentations orales 
Un point positif est que je suis plus à l’aise qu’à mon arrivée lorsqu’il s’agit de parler 
en public. Cela est en partie dû aux réunions d’équipe dédiées à chaque thésard, trés 
constructives, qui avaient lieu tous les trois ou quatre mois. Même si j’appréhende encore de 
parler devant un public plus large, j’ai néanmoins présenté mes résultats en anglais au congrès 
international SAS, organisé par le pôle PA3S (Pôle Aliment Sécurité Sanitaire Santé) à 
Toulouse en juillet dernier. 
 Ecriture d’articles scientifiques 
Je me suis rendue compte au cours de cette thèse grâce à la revue que j’ai eu 
l’opportunité d’écrire en première année de thèse, que cette activité correspondait mieux à 
mon caractère, et à mes capacités, que l’expérimental. Mes directeurs de thèse m’ont conseillé 
de m’orienter vers l’épidémiologie (étude des facteurs environnementaux ou alimentaires 
influant sur la santé des populations humaines), voie qui m’attirait mais que je n’avais pas 
envisagée pour moi jusqu’alors.  
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 Maîtrise de l’anglais 
Indispensable pour communiquer ses résultats à la communauté scientifique. J’ai 
amélioré mon anglais écrit (toute la bibliographie est en anglais, et les articles scientifiques 
que j’ai écrit le sont également), et oral, que ce soit au niveau de la compréhension (congrès et 
conférences en anglais), que de la façon de le parler (présentation d’un poster au WCRF à 
Londres, et présentation orale au congrès SAS en juillet dernier). 
 
II-4-d Compétences personnelles 
Au-delà du côté technique, cette thèse m’a permis de développer quelques précieuses 
compétences personnelles, et ce grâce à la gentillesse et la disponibilité de tous ceux qui 
m’ont entourée pendant ces trois ans. A partir d’une étudiante timide, je suis devenue une 
jeune femme épanouie, et je ne saurai jamais assez les en remercier.  
 Gestion de l’anxiété et confiance en soi 
En première année de thèse, je me suis retrouvée devant la nécessité de mettre au point 
un nouveau test de génotoxicité dans l’équipe. Au début ma timidité a été un frein, mais j’ai 
rapidement appris à aller voir les personnes connaissant la technique, ce qui m’a permis de 
rassembler tous les éléments et de mener à bien l’expérimentation. J’ai ainsi pris confiance en 
moi, et par la suite j’ai pu mettre au point d’autres techniques pour l’équipe plus sereinement.  
 Prise d’initiatives 
Cette nouvelle assurance m’a permis de proposer des idées de projet de recherche lors 
des réunions « thèse », encouragée en ce sens par mes deux encadrants.  
 Persévérance  
Enfin, lors de ces trois ans, tous ne s’est pas fait tout seul. Lorsque j’ai écrit ma revue, 
je voulais inclure une méta-analyse (étude regroupant les données épidémiologiques de la 
littérature sur un sujet donné, afin d’obtenir un risque relatif global associant un facteur, ici 
l’hème, avec une maladie, ici le cancer du côlon). Je n’en avais jamais fait, et je n’avais eu 
qu’un seul cours sur la question en master. Personne ne pouvant m’aider dans l’équipe, je me 
suis documentée, puis, voyant que j’étais dans une impasse, j’ai contacté la personne qui nous 
avait fait le cours sur les méta-analyses en master, Luc Dauchet. Il m’a bien aidée, et au final, 
j’ai réussi à mener à bien ce que j’avais entrepris.  
 
 
 
ANNEXES 
Annexe 3 : Nouveau chapitre de la thèse 
 
 
~ 197 ~ 
 
III- Résultats et impact de la thèse 
Les résultats de ce travail ont plusieurs conséquences : 
Au niveau scientifique, c’est la première démonstration de l’effet promoteur de 
l’hème au stade tumoral chez la souris Min, modèle spontané de cancérogénèse colorectale.  
Au niveau socio-économique, la coopération avec la filière charcuterie permettra, à 
terme, de remplacer les produits actuels par des produits sans risques au même prix. Cela 
améliorera la santé de tous les consommateurs, et en particulier des populations les plus 
défavorisées, car ce sont les moins réceptives aux messages nutritionnels. De plus, cela 
permettra d’éviter les conséquences économiques d’une recommandation alimentaire trop 
stricte.  
Au niveau de l’équipe, cette thèse a permis la mise en place de plusieurs outils, qui 
seront utiles pour continuer les projets de recherche.  
 
Enfin, au niveau personnel, cette thèse m’aura permis de mener un projet, de 
m’affirmer, de prendre confiance en moi, de développer un réseau de contact, de me former, 
et d’identifier une perspective professionnelle : l’épidémiologie. 
 
IV- Identifications de pistes professionnelles 
A la suite de ma thèse, j’ai décidé de m’orienter vers l’épidémiologie. J’ai donc 
contacté Françoise Clavel, à l’IGR (Institut Gustave Roussy), qui a monté l’étude E3N, étude 
épidémiologique auprès de femmes de la MGEN (Mutuelle Générale de l'Education 
Nationale). C’est une enquête de cohorte prospective portant sur environ 100 000 femmes 
volontaires françaises nées entre 1925 et 1950, et suivies depuis 1990. Dans cette équipe, je 
vais pouvoir étudier la relation entre viandes rouges, charcuteries et cancer colorectal, mais 
cette fois au niveau épidémiologique. Mais il faut auparavant que je trouve une bourse de 
post-doctorat, et je postule actuellement à différents appels d’offre.  
 Je suis reconnaissante à Françoise Clavel de me donner cette opportunité d’intégrer 
son équipe et de me former à l’épidémiologie en binôme avec un statisticien. Je pense 
compléter cet apprentissage par un DU (diplôme universitaire) à l’ISPED (Institut de Santé 
Publique, d’Epidémiologie, et de Développement) de Bordeaux.  
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Abstract 
 
Red and processed meat intake is associated with a positive risk of colorectal carcinogenesis. The meta-
analysis of prospective cohort studies shows a significant global relative risk for colon cancer of 1.15 
[95%C.I.: 1.04-1.26] for subjects in the highest category of heme iron intake compared with those in the 
lowest category. This central role of heme on the promotion of colon carcinogenesis by meat was 
confirmed on preneoplastic lesions in the colon of chemically-induced rats. Promotion of intestinal tumors 
by heme was established for the first time in ApcMin/+ mice, the other established model of intestinal 
carcinogenesis. The responsibility of aldehydes in the differential of cytotoxicity observed with fecal water 
was determined with a cellular model mimicking the first stages of carcinogenesis. Integration of curcumin, 
red wine extract, pomegranate extract, or α-tocopherol in processed meat inhibited promotion of 
preneoplasic lesions in chemically-initiated rats. The above-cited polyphenols fully suppressed the 
production of Fe-nitrosyl compounds (FeNO) in rats’ feces, suggesting a role of FeNO in carcinogenesis. 
This thesis improves knowledge on heme-induced carcinogenesis, and suggests refined dietary 
recommendations. In the long term, addition of inhibitors in cured meat would protect every consumer, 
even deprived people who do not follow nutritionals advices.  
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La consommation de viande rouges et de charcuterie augmente le risque de cancer colorectal. Après une 
méta-analyse montrant un risque relatif global entre quintiles extrêmes de consommation de fer héminique 
et risque de cancer de colon de 1,15 (95% IC : 1,04-1,26), le rôle promoteur de l’hème a été confirmé au 
stade des lésions prénéoplasiques, chez le rat chimio-induit, puis au stade tumeur, chez  la souris Min. Un 
effet cytotoxique dose-dépendant de l’hème et le rôle des aldéhydes dans la cytotoxicité des eaux fécales 
ont ensuite été montrés dans un modèle cellulaire épithélial muté ou non sur Apc. Enfin, cette thèse a 
permis d’identifier plusieurs polyphénols et vitamines (curcumin, vin rouge séché, α-tocophérol et extraits 
de grenade) inhibant l’effet promoteur d’une charcuterie modèle chez des rats chimio-induits. L’une des 
perspectives de ce travail serait de diminuer le risque de ce cancer, sans perdre les apports nutritionnels 
associés à la consommation de viandes.  
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